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1 Einleitung 
1.1 Krebs – als komplexe Krankheitsform 
Durch die Charakterisierung so genannter Onkogene, die das Zellwachstum 
fördern, und ihrer Gegenspieler, den Tumorsuppressorgenen, ist das Wissen über 
die molekularen Ursachen von Krebs im Verlaufe der letzten Jahre sprunghaft 
gewachsen (Cummings et al., 2011). Das Phänomen der Krebsentstehung schien 
dabei zunächst in idealer Weise geklärt: Die Zellvermehrung wird durch eine 
Ausgewogenheit von aktivierenden und unterdrückenden Genen innerhalb der 
Zelle kontrolliert. Gerät diese aus der Balance, so kann Krebs entstehen (Wu, 
1997). Dabei gilt es als mittlerweile bewiesen, dass die Entstehung solider 
Karzinome einen mehrstufigen Prozess darstellt, bei dem eine Reihe von 
Tumorsuppressorgenen bzw. Onkogenen beispielsweise durch Mutationen 
entweder abgeschaltet oder aber verstärkt aktiviert werden (Vogelstein & 
Kinzler, 1993). 
Basierend auf diesen Erkenntnissen forderte der Nobelpreisträger Renato 
Dulbecco bereits vor mehr als zwanzig Jahren, dass man sich, wenn man mehr 
über Krebs wissen wolle, nun auf das Genom der Tumorzellen konzentrieren 
müsse (Collins & Barker, 2007). Bereits kurze Zeit darauf wurde dann das 
„Humangenomprojekt“ ins Leben gerufen (Watson, 1990). Trotz des gewaltigen 
Fortschritts, den die Sequenzierung des humanen Genoms darstellte, begriff man 
schnell, dass dies nur der erste Schritt zu einem umfassenden Verständnis der 
Biologie von Krebserkrankungen sein würde (Nebert et al., 2008). Neben der 
Entschlüsselung der vollständigen DNA-Sequenz des normalen menschlichen 
Genoms müssen die Gene erst einmal gemäß ihrer Funktion klassifiziert werden, 
um Aussagen hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der Entstehung pathologischer 
Prozesse, wie sie bei malignen Tumoren auftreten, treffen zu können (Nebert et 
al., 2008). 
Es gibt einen wichtigen Grund, dieses ehrgeizige Unternehmen der 
Genomforschung energisch voranzutreiben: die enorme Zahl der Krebstoten. 
Täglich sterben mehr als 1500 US-Amerikaner an Krebs. Das entspricht in etwa 
einem Menschen pro Minute (Jemal et al., 2010). In Deutschland gab es im Jahr 
2007 laut Arbeitsgemeinschaft Bevölkerungsbezogener Krebsregister in 
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Deutschland fast 600 solcher Fälle pro Tag (Krebsregister, 2007). Da das mittlere 
Alter der Bevölkerung in den Industrieländern stetig zunimmt, werden diese 
Zahlen in den kommenden Jahrzenten vermutlich weiter ansteigen – es sei denn 
man findet neue Angriffspunkte in den Krebszellen und innovative gezielte 
Therapien dagegen (Smith et al., 2009; Fang et al., 2011). 
Das Großprojekt „The Cancer Genome Atlas“ (TCGA) verfolgt ein solches 
ehrgeiziges Ziel. Dabei handelt es sich um Untersuchungen vergleichlosen 
Ausmaßes: Die Bestrebungen, die 50 häufigsten Krebsarten zu entschlüsseln 
könnten den Aufwand schlussendlich auf mehr als zehntausend 
Humangenomprojekte anwachsen lassen (Gerhard, 2009). Die kühne Vision 
muss sich daher einer realistischen Prüfung der wissenschaftlichen Möglichkeiten 
unterwerfen.  
Denn der Ausfall eines einzelnen Gens führt wohl in keinem Fall direkt zu Krebs: 
Vielmehr sind viele der aktivierenden und unterdrückenden Regelkreise mehrfach 
abgesichert; sie werden von mehreren Genen gesteuert und überwacht. Es gibt 
Redundanzen, Kompensationsmöglichkeiten und schließlich Notbremsen (Bignold 
et al., 2006). Zugleich heißt das aber: Selbst wenn nur eine bestimmte 
Bremsfunktion ausfällt, kann der Fehler schon bei unterschiedlichen Genen 
liegen. Wenn man nun noch bedenkt, dass bei Krebs gewöhnlich mehr als ein 
Regelkreis geschädigt ist, dann leuchtet ein, dass selbst bei ein und derselben 
Form von Krebs, stets viele, fast nie aber immer die gleichen Gene betroffen sind 
(Hanahan & Weinberg, 2000). Hinzu kommt, dass die Krebsarten sich nach den 
Zellen und den Organen, aus denen die Krankheit entsteht, unterscheiden 
(Krebsregister, 2007). Es erscheint daher plausibel die Ursachen der 
unterschiedlichen Krankheitsformen von Krebs, beginnend mit den häufigsten 
Formen auf genetischer Ebene zu verstehen. Die vorliegende Arbeit befasst sich 
daher mit einem der häufigsten Krebserkrankungen neben dem Prostata-, 
Lungen- und Colonkarzinom: dem Mammakarzinom (Krebsregister 2007). 
1.1.1 Das Mammakarzinom 
Brustkrebs, auch als Mammakarzinom bezeichnet, stellt eine bösartige 
Tumorerkrankung der Brustdrüse dar, die weltweit jährlich etwa eine Million 
Menschen betrifft (World Cancer Report, 2008). Auch in Deutschland ist das 
Mammakarzinom nach den aktuellen Daten der Arbeitsgemeinschaft 
Bevölkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland mit circa 50.000 
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Neuerkrankungen pro Jahr hierzulande das häufigste Krebsleiden der Frau - 
Tendenz nach wie vor zunehmend (Krebsregister 2007): Der Altersgipfel liegt 
dabei zwischen 60 und 65 Jahren. Dennoch sind 5000 Fälle pro Jahr jünger als 
45 Jahre. Rein statistisch betrachtet erkranken somit jedes Jahr 1 - 2 von 1.000 
Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Über 20.000 versterben jährlich an seinen 
Folgen (Krebsregister, 2007). Auch Männer können betroffen sein, allerdings wird 
dies sehr viel seltener beobachtet als Erkrankungen der weiblichen Brust 
(Appelbaum et al., 1999), was vermutlich hormonellen Faktoren zu Grunde liegt. 
Vom Aufbau her zählt die weibliche Mamma als modifizierte Schweißdrüse zu den 
Hautanhangsgebilden und besteht aus einem epithelialen und einem 
mesenchymalen Anteil (Benninghoff & Drenckhahn, 2008). Dabei wird der 
Drüsenkörper, welcher die epitheliale Komponente darstellt, aus etwa 15-20 
Drüsenläppchen aufgebaut. Jedes dieser Drüsenläppchen verfügt über einen 
Ausführungsgang, der sich an der Mamille zu einem Milchsinus erweitert (Abb. 
1.1a). Die segmentalen Ausführungsgänge zweigen sich peripher in 
subsegmentale Gänge auf, an die sich die traubenförmig angeordneten „Terminal 
Duct Lobular Units“ (TDLU) anschließen (Abb. 1.1b). Binde- und Fettgewebe 
bildet das Stroma, welches den mesenchymalen Anteil darstellt. Es dient dem 
Drüsenkörper als Stützgerüst (Benninghoff & Drenckhahn, 2004).  
So spielt die Herkunft bzw. Lokalisation der Zellen ebenfalls eine wichtige Rolle 
bei der Einstufung und Prognose von Tumoren: So gelten Brusttumore 
basalepithelialen Ursprungs beispielsweise als prognostisch besonders ungünstig 
(Mainka et al., 2008).  
Trotz der Unterschiede werden verschiedene Läsionen histopathologisch unter 
dem Begriff Mammakarzinom zusammengefasst (Meden, 2009). Die malignen 
Karzinome der Brust werden in invasive Karzinome, nicht invasive Karzinome 
und Metastasen unterteilt (Abb. 1.1c). Zu den invasiven Karzinomen werden die 
invasiv duktalen (IDC) und die invasiv lobulären Karzinome (ILC) zugeordnet. 
Beide stellen die größten Gruppen der invasiven Karzinome dar. Die Gruppe der 
IDCs macht dabei etwa einen Anteil von 70% aus. Sie weisen keine speziellen 
histologischen Merkmale auf: Die Tumorzellen bilden unterschiedlich breite, 
kohäsiv wachsende Komplexe mit unterschiedlicher glandulärer Differenzierung 
(Baltzer et al., 2000). 
Das invasiv lobuläre Karzinom (ILC) ist charakteristisch für die Proliferation 
nicht-kohäsiver Zellen, welche entweder in einer Reihe hintereinander liegen 
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(Gänsemarschmuster) oder einzeln verstreut vorfindbar sind. ILCs machen etwa 
10-15% aller Mammakarzinome aus (Baltzer et al., 2000) und zeigen als weitere 
Charakteristik einen Verlust des Adhäsionsmoleküls E-Cadherin (De Leeuw et al., 
1997). 
Seltenere invasive Karzinomtypen bilden die muzinösen, medullären, papillären, 
tubulären Karzinome sowie das Paget-Karzinom der Mamille; das duktale und 
das lobuläre „Carcinoma in situ“ sowie der „Morbus Paget“ der Mamille gehören 
hingegen zu den nicht invasiven malignen Läsionen (Bässler, 1997). Man spricht 
hier zum Teil von präkanzerösen Läsionen, dadurch dass die Neoplasie ohne eine 
Stromainvasion stattfindet, das heißt die Basalmembran bleibt trotz der 
Raumforderung einer Neoplasie intakt (Bässler, 1997). Dennoch können aus in-
situ Karzinomen, ob lobulär oder duktal, invasive Formen im Laufe des 
Krankheitsverlaufes entstehen. Aufgrund verbesserter 
Früherkennungsmaßnahmen und Techniken in der Diagnostik, werden in-situ 
Karzinome zunehmend häufiger diagnostiziert (entsprechend etwa 15% der 
Fälle)(Baltzer et al., 2000). 
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Abb.1.1: (a) Aufbau der weiblichen Brust. Ein Großteil der Mammakarzinome 
entwickelt sich aus den Epithelzellen der Milchgänge (duktal). Seltener treten 
Karzinome des Milchsäckchens auf (lobulär). Tumore anderen Ursprungs sind 
äußerst selten. (b) Aufbau des terminalen Ductus. Die Prognose des 
Mammakarzinoms kann je nach Zellursprung variieren (basal versus luminal). (c) 
Unterteilung invasiver und nicht-invasiver Brust-Tumore. 
Quelle (a): Deutsches Grünes Kreuz [www.dkg.de] / Quelle (b): (Yarris, 2007) 
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Trotz therapeutischer Fortschritte in den letzten 10 Jahren verzeichnete man im 
Jahr 2006 in Europa eine Sterberate von etwa 26% (RKI, 2010). Diese Zahlen 
reflektieren eindrucksvoll die Notwendigkeit, die molekularen Ursachen dieser 
Erkrankungsart hinreichend zu erforschen um neue Zielmoleküle und Strategien 
für die Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms ausfindig zu machen. 
1.1.2 Ursachen für die Entstehung des Mammakarzinoms 
Die genauen Ursachen für die Entstehung eines Mammakarzinoms sind noch 
nicht vollständig aufgeklärt. In etwa 66% der Fälle erkrankt die überwiegende 
Mehrheit der Brustkrebs-Patientinnen spontan, also ohne, dass ein sicherer 
Auslöser ausgemacht werden kann (Harris et al., 1992). Allerdings kennt man 
mittlerweile eine Reihe verschiedener Risikofaktoren, welche die Krankheit 
begünstigen.  
Ein entscheidender Faktor ist sicherlich, wie bei vielen unterschiedlichen 
Krebserkrankungen, das Alter des Patienten. Die Altersverteilung bei Brustkrebs-
Patienten zeigt dabei interessanterweise eine bimodale Verteilungskurve, d.h. es 
gibt zwei Altersgipfel zwischen 45 und 50 Jahren und 60 bis 65 Jahren, wo das 
Risiko einer Erkrankung am höchsten ist (Anderson et al., 2006).  
Neben dem Lebensalter stellen vor allem familiäre Belastungen, wie z.B. das 
Vorkommen von Brustkrebs in der Verwandtschaft, eindeutige Risikofaktoren dar 
(Smith et al., 2010). Man geht davon aus, dass etwa 5-10% der 
Mammakarzinome hereditären Ursprungs sind, das heißt, dass seit Geburt 
bereits eine genetische Veranlagung einer Erkrankung im Laufe des Lebens 
besteht (Smith et al., 2010). So liegt das Krebsrisiko von Menschen, bei denen 
eine Verwandte ersten Grades erkrankt ist, zwei- bis dreimal so hoch wie bei den 
Personen, wo im Verwandtenkreis keine Fälle vorliegen (Greene, 1997). Als 
Ursache beim Mammakarzinom werden insbesondere Gen-Defekte, wie sie z.B. 
bei den zwei Tumorsuppressorgenen BRCA-1 und BRCA-2 auf Chromosom 13 
und 17 auftreten, mitverantwortlich gemacht (Hall et al., 1990). Die Suche nach 
diesen verantwortlichen „Risiko“-Genen ist dabei von großer Bedeutung, da 
durch die bis heute bekannten Gene nur etwa 60% der Hochrisikofamilien erklärt 
werden können (Meindl et al., 2010). So bietet zum Beispiel die Entdeckung 
eines neuen Brustkrebs-assoziierten Genes auch BRCA-3 genannt, oder RAD51C, 
wie es von Meindl et al. Anfang 2010 beschrieben wurde, weitere Möglichkeiten 
1. Einleitung 
 11
um betroffenen Patienten eine maßgeschneiderte Früherkennung zu ermöglichen 
(Meindl et al., 2010).  
Eine Mastopathie mit Zellveränderung (eine zunächst gutartige Vermehrung der 
Drüsenläppchen und des Bindegewebes), späte oder keine Schwangerschaften, 
eine frühe erste und eine späte letzte Regelblutung, sind weitere wichtige 
Risikokriterien: 
Eine Menarche vor dem 12. Lebensjahr beispielsweise hat einen Risikoanstieg bis 
um das 2-fache zur Folge (Maass, 1994). Eine Menopause nach dem 50. 
Lebensjahr verdoppelt ebenfalls das Risiko an Brustkrebs zu erkranken (Maass,  
1994; Trichopoulos et al., 1972).  
Frauen mit einer Schwangerschaft nach dem 25. Lebensjahr haben ein 4-fach 
höheres Risiko als Frauen mit einer Schwangerschaft vor dem 20. Lebensjahr 
(Brinton et al., 1988). Auch frühere Krebserkrankungen erhöhen das 
Brustkrebsrisiko. So führen vorausgegangene Endometrium-, Ovarial- oder 
Kolonkarzinome zu einer deutlichen Risikosteigerung (Maass, 1994). 
  
1.1.3 Diagnose des Mammakarzinoms: 
Jeder noch so geringe Verdacht auf ein Mammakarzinom muss unbedingt geklärt 
werden: Die Früherkennung durch intensive Selbstuntersuchung, regelmäßige 
Kontrollen beim Gynäkologen sowie durch Mammographien in empfohlenen 
Intervallen haben somit weiterhin eine äußerst wichtige Bedeutung (Albert et al., 
2008). Aktuelle Leitlinien empfehlen eine dreijährliche prophylaktische 
Untersuchung bei Patienten zwischen 30 und 40 Jahren und jährliche 
Untersuchungen bei Patienten über 40 Jahren (Smith et al., 2010). Denn generell 
gilt, je früher Brustkrebs erkannt wird, desto besser sind die Heilungschancen.  
Bei der Diagnostik symptomatischer Patienten wird in der Regel zunächst eine 
Mammographie sowohl im kraniokaudalen, als auch im schräg-obliquen 
Strahlengang durchgeführt (Mettler, 2005). Wichtige Hinweise auf das Vorliegen 
eines Mammakarzinoms bieten dabei Verdichtungen und Mikroverkalkungen 
(Schulz-Wendtland & Sinn, 2004). Darüberhinaus sollte als komplementäres 
Verfahren eine Mammasonographie durchgeführt werden. Insbesondere bei 
zunehmender Dichte der Brust z.B. bei prämenopausalen Patienten bietet diese 
Methode eine höhere Sensitivität als die Mammographie: 10-40% der okkulten 
Karzinome können so entdeckt werden. Die Dignität einer verdächtigen Läsion 
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wird letztlich immer mittels Biopsie abgeklärt ( Schulz-Wendtland & Sinn, 2004). 
Bei einem positiven Befund sollte zur Klärung der Ausgangssituation für eine 
Behandlungsstrategie die Tumorausbreitung vollständig klinisch untersucht 
werden und der vorliegende Tumor anhand der UICC Klassifikation nach Stadium 
und Prognose eingeteilt werden (Abb. 1.2) (Sobin & Wittekind, 2002). Vor 
Einleitung einer systemischen Primärtherapie sollte außerdem die Fragestellung 
der metastatischen Ausbreitung im Körper mittels Blutbildanalyse, 
Skelettszintigraphie, Röntgen-Thorax und Lebersonographie beantwortet werden 
(Brucker et al., 2008). 
Als weitere Untersuchungsoption gewinnt darüberhinaus die Bestimmung und 
Entdeckung Brustkrebs-spezifischer Tumormarker wie CEA und CA15-3 im Blut 
mehr und mehr an Bedeutung (Hong et al., 2010). So existieren unlängst 
Bestrebungen bei der Diagnostik und Prognostik die Gesamtheit der krankheits-
spezifischen Gene durch DNA Array-basierte Techniken zu bestimmen. 
MammaprintTM ist ein Beispiel für ein ehrgeiziges Projekt, bei dem pro 
Gewebeprobe die Expression 70 Tumor-spezifischer Gene untersucht wird und 
daraufhin eine Risiko-Abschätzung des vorliegenden Tumors ermöglicht wird 
(Glas et al., 2006). Diese Tumormarker stellen eine Gruppe körpereigener Stoffe 
dar, die im Zusammenhang mit bösartigen Erkrankungen vermehrt exprimiert 
vorliegen und somit, bei einem erneuten Anstieg nach der Operation, Hinweise 
geben können ob ein Tumor rezidiviert.  
Die Bestimmung tumor-spezifischer Biomarker gibt somit ergänzend zu weiteren 
diagnostischen Methoden Hinweise über den vorliegenden Tumor (Hong et al., 
2010). So dient das Ergebnis einer mikroskopischen Histologie nicht nur der 
Klärung des Verdachts auf ein Mammakarzinom, es gibt darüberhinaus auch 
Aufschluss über den Tumortyp und den Grad seiner Aggressivität (Grading). Die 
Untersuchung des operativ entfernten Tumors und der Lymphknoten gestattet 
zusätzlich einen Überblick über den Umfang der Tumoraussaat, also von 
Metastasen. Unabhängig davon wird an einer Tumorprobe untersucht, ob sie 
Östrogen-Rezeptor positiv oder negativ ist (Hong et al., 2010).  
Innerhalb der letzten Jahre haben neuartige Techniken bei bildgebenden 
Verfahren es zunehmend ermöglicht Brustkrebs früher zu erkennen und intra-
operativ den Verlauf der Tumorresektion mitzusteuern (Karellas & Vedantham, 
2008). Die digitale Mammographie erhöht darüberhinaus durch den Einsatz 
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hochauflösender Technik die Sensitivität des Screenings  Die Möglichkeit der 
dreidimensionalen Darstellung des Tumors per Computersoftware liefert zudem 
wertvolle zusätzliche Informationen hinsichtlich der Histologie des Tumors 
(Karellas & Vedantham, 2008). Hinzu kommen Fortschritte in der 
Nanotechnologie sowie die Möglichkeit minimal invasive Techniken bei der 
Tumorresektion anzuwenden. So können beispielsweise intraduktale Biopsien 
durchgeführt werden (Holloway et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1.2: Die TNM Klassifikation des Mammakarzinoms nach UICC.  
Quelle: Sobin & Wittekind, 2002 
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1.1.4 Therapie des Mammakarzinoms 
Als Therapie der Wahl gilt zunächst eine möglichst vollständige 
Tumorexstirpation, eventuell mit vorangehender Strahlenbehandlung und/oder 
Chemotherapie zur Verkleinerung des Tumors (Hong et al. 2008). Je nach 
histologischem Erscheinungsbild, wird der brusterhaltenden Operation der Vorzug 
gegeben, jedoch lässt sich bei etwa 30% der Fälle eine vollständige Mastektomie 
der Brust nicht vermeiden (Obrist et al., 2002). In beiden Fällen erfolgt jedoch 
eine axilläre Lymphonodektomie oder Sentinel-Lymphknotenentfernung (Hong et 
al. 2008). Die konservative Behandlung nach Tumor-Resektion besteht aus 
Strahlentherapie, Chemotherapie und/oder Hormonbehandlung sowie weiterer 
Nachsorgeuntersuchungen: Sie wird individuell auf jede Patientin abgestimmt, 
abhängig vom Alter, der Hormon-Empfindlichkeit des Tumors und dem 
Erkrankungsstadium (Hong et al. 2008). 
Zu den Prognosefaktoren zählt u.a. die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus.  
Da Östrogene eine wachstumstimulierende Wirkung auf Tumorzellen haben, 
profitieren Patientinnen, die Rezeptoren für Östrogen und/oder Progesteron stark 
exprimieren, von einer adjuvanten systemischen Hormon-und Chemotherapie, 
die mit einer besseren Überlebenswahrscheinlichkeit einhergeht (Early Breast 
Cancer Trialists’ Collaborative Group, 2005). So kann eine Verringerung der 
Aktivität des Rezeptors durch eine fünfjährige adjuvante Therapie mit dem 
kompetitiven Östrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen erreicht werden (Early 
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 2005). Neuere Leitlinien empfehlen 
jedoch nach einer zweijährigen Tamoxifentherapie auf eine Aromatase-Inhibitor-
Behandlung mit Exemestane umzusteigen (Coombes et al., 2007). Im Gegensatz 
zur Blockierung des Östrogenrezeptors reduzieren Aromatase-Inhibitoren die 
Östrogenproduktion, so dass durch die Anwendung der kombinierten Therapie 
das Sterberisiko um 17% im Vergleich zur alleinigen Tamoxifengabe verringert 
wird (Coombes et al., 2007). Wie bereits zuvor beschrieben gilt des Weiteren das 
histologische Grading des Mammakarzinoms als ein wichtiger zu erhebender 
Prognosefaktor.  
Zudem hat sich der Einsatz des monoklonalen Antikörpers Trastuzumab 
(Herceptin) in Kombination mit Chemotherapeutika beispielsweise beim 
fortgeschrittenen Mammakazinom seit längerem bewährt: Vorraussetzung ist 
dabei eine vorliegende Amplifikation des Protoonkogens HER-2 bei dem zu 
1. Einleitung 
 15
behandelnden Patienten. Diese Charakteristik tritt in der Regel in 30% der Fälle 
auf (Kallioniemi et al., 1992). Mehrere unabhängige Studien belegen dabei, dass 
bei HER-2/neu positiven Patientinnen das Rezidivrisiko signifikant reduziert 
werden kann, auch wenn es derzeit noch wenige Langzeitergebnisse und 
Empfehlungen hinsichtlich der Behandlungsdauer gibt (Slamon et al., 2006; 
Joensuu et al., 2006; Smith et al., 2007). Zudem wurde bei einjähriger 
Verabreichung von Trastuzumab bei HER-2/neu-positiven Patienten ebenfalls 
eine signifikante Senkung des Mortalitätsrisikos festgestellt. Aus diesem Grunde 
legt man bei HER-2/neu-positiven Patienten eine einjährige Taxan-oder 
Anthrazyklin-haltige Kombinationstherapie mit Trastuzumab nahe (Smith et al., 
2007). 
In Zukunft ist eine Ergänzung adjuvanter systemischer Therapien neben 
Trastuzumab oder als Ersatz durchaus denkbar: Eine beachtliche Anzahl weiterer 
monoklonaler Antikörper stehen aktuell auf dem Prüfstand innerhalb klinischer 
Phase-II und Phase-III Studien (Lu et al., 2010; Morrow et al., 2010; Yardley et 
al., 2010). Angesichts der hohen Anforderungen eines Markers hinsichtlich seiner 
Sensitivität und Spezifität bleibt jedoch abzuwarten welche Erfolge diese 
Moleküle in Langzeitstudien zeigen.  
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1.2 Die Bedeutung neuer Tumormarker für die Prognostik und 
Diagnostik 
Als zentrales Versorgungs- und Entsorgungssystem steht das menschliche Blut im 
Zentrum des Interesses diagnostischer Verfahren (Lichtman et al., 2000). Ähnlich 
wie das Nervensystem steht das Blut in einem ständigen Kontakt mit allen 
anderen Organen und Geweben des menschlichen Organismus. Es besitzt daher 
eine elementare Bedeutung nicht nur als Versorgungs- und Transportmedium, 
sondern auch als Träger von wichtigen Informationen über alle menschlichen 
Gewebe (Michl, 2010). Diese Informationen können unter gegebenen Umständen 
diagnostisch nutzbar gemacht werden. So bilden Veränderungen der chemischen 
Zusammensetzung des Blutes häufig den Funktionszustand der inneren Organe 
und Gewebe ab (Perkins et al., 2003). Die Blutserum-Analytik zählt daher heute in 
der ärztlichen Praxis und klinischen Routine zu einem der bedeutendsten 
Standbeine der modernen Diagnostik.  
Als Tumormarker versteht man ein in Zellen oder Korperflüssigkeiten 
vorkommendes Makromolekül, dessen vermehrtes Auftreten mit einer malignen 
Erkrankung assoziiert ist (Hong et al., 2008). Dementsprechend wäre ein 
optimaler Tumormarker mit 100%iger Spezifität bei gesunden Patienten, die keine 
bösartigen Erkrankungen zeigen, nicht nachweisbar und bei 100%iger Sensitivität 
bei malignen Erkrankungen immer nachweisbar. Eine Entdeckung eines solchen 
Markers ist bisher jedoch noch nicht gelungen (Stieber et al., 2008).  
Zunächst war es durch eine rasante Entwicklung in der Gentechnologie Mitte der 
siebziger Jahre gelungen über die Entwicklung monoklonaler Antikörper, 
Membranfragmente maligner Tumorzellen direkt im Blutserum krebskranker  
Menschen nachzuweisen und in kürzester Zeit zu diagnostisch relevanten 
Verfahren auszubauen (Lichtman et al., 2000). So war das Carcino-Embryonale 
Antigen (CEA) eines der ersten Ergebnisse der Klonforschung im Bereich der 
Krebsdiagnostik (Gold & Freedman, 1965). CEA spielt insbesondere beim 
Kolonkarzinom, beim Pankreaskarzinom, Lungenkarzinom und Mammakarzinom 
eine bedeutende Rolle bei der Tumornachsorge. Das Glykoprotein CEA wird von 
Zellen nicht nur in die Zellmembran eingebaut, sondern auch ins Blut abgegeben. 
Aufgrund seiner geringen Spezifität eignet sich CEA jedoch nur bedingt als 
Früherkennungsmarker (Hammerstroem, 1999).  
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Rasch folgten weitere, mehr oder weniger spezifische Antigenuntersuchungen: 
CA-15-3 ist ein Tumormarker für die Verlaufsbeobachtung von Brustkrebs (Duffy 
et al., 2000): Serumspiegel dieses Markers von über 30 U/ml sprechen für eine 
aktive Tumorerkrankung. Die Sensitivität (Anteil der Erkrankten, bei denen der 
Marker positiv ist) beträgt beim Brustkrebs 60-80% und bis zu 90% bei 
metastasierten Erkrankungen. Zum Screening von gesunden Personen auf 
Krebserkrankungen ist dieser Marker jedoch aufgrund der hohen Rate an falsch-
negativen Befunden prinzipiell ungeeignet (Gara et al., 2008). CA19-9 beim 
Pankreaskarzinom, CA-125 beim Ovarialkarzinom und PSA bei Prostatakrebs sind 
nur einige Beispiele weiterer Tumormarker in der Krebsnachsorge. Wie die 
meisten aktuell in der Krebsdiagnostik analysierten Tumormarker sind sie 
aufgrund ihrer geringen Spezifität nicht oder nur bedingt zum Krebs-Screening 
geeignet (Hong et al.,2008). Die meisten Marker finden somit bestenfalls in der 
Verlaufskontrolle Anwendung. 
Eine Ausnahme stellt das Alpha-1-Fetoprotein dar (AFP), welches beim Screening 
auf hepatozelluläre Karzinome und Keimzelltumore des Hodens und des Ovars  
Anwendung findet (Mizejewski, 2003). AFP wird im Fötus im Zuge der 
Embryonalentwicklung unter anderem von der Leber gebildet. Unmittelbar nach 
der Geburt sinken die Serumspiegel graduell bis zu einem kaum detektierbaren  
Pegel, welcher über das gesamte adulte Leben niedrig bleibt (Blohm et al., 
1998). Lediglich bei Leber- Hoden- oder Ovarialkarzinomen können diese Spiegel 
erneut ansteigen. Im gesunden Fötus bindet AFP Östradiol, während es im 
gesunden Erwachsenen keine bedeutende Funktion mehr zu haben scheint 
(Blohm et al., 1998). Damit gewährleistet AFP wichtige Charakteristiken eines 
Tumormarkers: eine hohe Organspezifität sowie eine frühe Signifikanz (Hong et 
al., 2008). 
Aus diesem Grunde sind Signalwege, die während der Embryogenese eine 
bedeutende Rolle spielen, im adulten Organismus jedoch hauptsächlich im Zuge 
der Tumorgenese reaktiviert werden, für die Tumordiagnostik von besonderem 
Interesse (Kelleher et al., 2006).  
Ein Signalweg, auf den diese Charakteristiken zutreffen ist der WNT-Signalweg, 
der insbesondere bei der Heranreifung zum adulten Organismus aktiviert wird 
(van Amerongen & Nusse, 2009). In einer Vielzahl unterschiedlichster Tumor-
Entitäten zeigt sich jedoch häufig eine Reaktivierung dieses Signalweges 
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(Mohinta et al., 2007). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Suche 
geeigneter Zielstrukturen innerhalb dieses Signalweges bereits innerhalb 
mehrerer Projekte begonnen wurde. Eines dieser Projekte umfasste ein 
Screening nach Brustkrebsspezifischen Genen anhand von 50 Mammakarzinom 
Proben, die anhand von DNA Micro Arrays mit 50 Proben aus gesundem 
Brustgewebe verglichen wurden (Dahl et al., 2005). Innerhalb dieser initialen 
Untersuchungen konnten 300 differentiell exprimierte Gene extrahiert werden, 
von denen auch einige Kandidatengene mit dem Wnt-Signalweg assoziiert 
werden. Zwei dieser differentiell exprimierten Kandidatengene stellten der 
Antagonist des Onkogens Wnt namens SFRP1 (Dahl et al., 2005) dar sowie  
EDN3, ein Mitglied der Endothelin-Familie. Letzteres ist als vasoaktive Substanz 
vermutlich bei Prozessen der Angiogenese, der Blutgefäßausbildung- und/oder 
Umbildung wie es z.B. bei der kontinuierlichen Neubildung von Tumorgewebe 
beobachtet werden kann, beteiligt (Masaki, 2000). Gene der Endothelin Achse 
werden in der Literatur als unmittelbare Zielgene des kanonischen Wnt-
Signalweges beschrieben (Kim et al., 2004). Sowohl SFRP1 als auch EDN3 
wurden in Mammakarzinomproben deutlich in ihrer Expression abreguliert. Die 
Bedeutung eines Expressionsverlustes beider Gene bei der Tumorgenese sollte 
unter anderem im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.3: Initiales Mammakarzinom-Biomarker Screening nach Dahl et al. 2005. 
Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden zwei von 40 differentiell exprimierten 
Kandidatengenen mit Bedeutung bei gynäkologischen Tumoren charakterisiert. 
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1.2.1 Die Rolle des WNT-Signalweges und der epigenetischen 
Inaktivierung von Wnt-Antagonisten bei der Tumorgenese 
Um zu verstehen, welchen Beitrag der WNT-Signalweg an der Brustkrebs-
Tumorgenese hat, muss man sich zunächst die grundlegenden Mechanismen der 
Signalweiterleitung innerhalb des Signalweges verdeutlichen:  
Der WNT-Signalweg reguliert verschiedene Prozesse während der 
Embryonalentwicklung und Organogenese eines Organismus (van Amerongen & 
Berns, 2006). Evolutionsbiologisch handelt es sich somit um einen stark 
konservierten Signalweg, der von der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, dem 
ursprünglichen Entdeckungsort des Signalweges, bis hin zum Säuger vertreten 
ist und somit eine grundlegende Bedeutung in der Entwicklung eines Lebewesens 
darstellt (van Amerongen & Berns, 2006). Verschiedene der heute bekannten 
Gene des WNT-Signalweges wurden bereits als Onkogene oder 
Tumorsuppressorgene charakterisiert (Mohinta et al., 2007). 
Während Onkogene oft mit Wachstums-stimulierenden Eigenschaften verknüpft 
sind, besitzen Tumorsuppressorgene häufig Kontroll-Funktionen, wie z.B. die 
Aktivierung von zelleigenen Reparaturmechanismen oder die Induktion des 
programmierten Zelltodes. 1987 gelang es Rijsewijk und Nusse zu zeigen, dass 
das Segment-Polaritätsgen wingless aus Drosophila ortholog zu int-1 ist, einem 
Gen, das bei Säugern mit einer Brustkrebs-Entstehung assoziiert ist und eine 
häufig genutzte Integrationsstelle für das MMTV Virus darstellt (Maus-Mamma-
Tumor-Virus) (Rijsewijk et al., 1987). Mittlerweile sind in der Online Datenbank 
www.genecards.org 19 unterschiedliche humane WNT-Gene beschrieben, sowie 
zehn korrespondierende 7-Transmembran-Domänen-Rezeptoren der Frizzled-
Familie. 
WNT-Gene kodieren für sezernierte Glykoproteine mit einem Molekulargewicht 
von ca. 40 kDa. Nach der Sekretion bleiben sie Membran-assoziiert und 
ermöglichen Signal-Übertragungen über kurze Distanzbereiche (Zhu & Scott, 
2004). Die Vielfalt der möglichen WNT - Frizzled Interaktionen lassen den 
Stellenwert des Signalweges in der Entwicklung eines Organismus erahnen. Ein 
zentrales Molekül des sogenannten kanonischen WNT-Signalweg ist das 
intrazelluläre ß-Catenin, dessen Akkumulation im Kern von 
Mammakarzinomzellen als Maß für einen pathologisch aktivierten WNT-Signalweg 
betrachtet wird (Lin et al., 2000). Im Kern führt ß-Catenin als Kofaktor von 
TCF/LEF1 zur Aktivierung von WNT-Zielgenen, von denen eine Vielzahl als 
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proliferationsfördernd bezeichnet werden können (van Amerongen & Nusse, 2009) 
(Abb. 1.3). Unter ihnen befinden sich unter anderem auch Gene der Endothelin 
Familie (Kim et al., 2004). 
 
 
 
Abb.1.4: Der WNT Signalweg und seine Bedeutung in der Steuerung aktivierter 
Zielgene als vereinfachte Darstellung nach van Amerongen & Berns, 2006 
erweitert um die Darstellung der postulierten Funktionen von SFRP1 und EDNs:  
Durch die Bindung des sezernierten Glykoproteins WNT an seinen 
korrespondierenden Frizzled-Rezeptor kommt es beim kanonischen Signalweg 
zur Akkumulation von zytoplasmatischem ß-Catenin und einer folgenden 
Translokation  in den Nukleus der Zelle, wo vermutlich onkogene Zielgene, wie c-
myc, Cyclin D1, BMP-4 oder Gene der Endothelin-Familie aktiviert werden 
können. Über Dishevelled können darüberhinaus Signale über den nicht-
kanonischen Signalweg übermittelt werden, die unter anderem die Zellpolarität 
und Prozesse beim Rearrangement des Zytoskeletts beeinflussen. Im 
Tumormodell kommt es aufgrund der Abwesenheit von Wnt-Antagonisten wie 
SFRP1 zu einer konstitutiven Aktivierung des Signalweges. SFRP-1 spielt somit 
als negativer Regulator eine bedeutende Rolle.  
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Eine Reihe von negativen Regulatoren steuern darüberhinaus die Aktivierung des 
WNT-Signalweges. Eine bedeutende Gruppe dieser Antagonisten stellen dabei die 
sogenannten “Secreted Frizzled Related Proteins“ (SFRPs) dar (Kawano & Kypta, 
2003). Bei den SFRPs handelt es sich um sezernierte Rezeptoren, die WNT-
Moleküle mittels ihrer CRD-Domäne binden, aber nicht zu einer Aktivierung des 
Signalweges führen. Zielgene des Signalweges stellen unter anderem typische 
Onkogene wie c-myc, cyclinD1 und VEGF und auch Gene der Endothelin Familie 
dar (He et al., 1998, Tetsu et al., 1999, Zhang et al., 2001) (Abb. 1.3). 
SFRP-Moleküle können WNT-Moleküle somit binden und dadurch deren Bindung 
an Frizzled-Rezeptoren unterbinden. Aus der kompetitiven Inhibition resultiert 
eine verminderte Aktivierung des WNT-Signalweges und erklärt somit womöglich  
die tumorsupressiven Eigenschaften der SFRPs (Rubin et al., 2006). 
Insbesondere die Bedeutung des Tumorsuppressor-Gens SFRP1 wurde in den 
letzten Jahren näher charakterisiert. Die SFRP1-Expression geht im Zuge der 
Tumorentstehung in nahezu allen soliden Tumoren des Menschen verloren (Dahl 
et al., 2007).  
So berichteten Marsit et al. (2005) über eine Korrelation des SFRP1 Expressions-
Verlustes und der Invasivität von Blasentumoren. Ähnliche Charakteristiken 
konnten für Prostatakarzinome und primäre Lungenkarzinome beschrieben 
werden (Lodygin et al., 2005; Fukui et al., 2005). Als Hinweis für einen 
aktivierten WNT-Signalweg belegten diese Studien darüberhinaus eine klare 
Korrelation zwischen der Inaktivierung des SFRP1-Moleküls durch 
Genpromotermethylierung und einer vermehrten Kern-Lokalisation von ß-
Catenin. 
Das SFRP1-Gen wird primär durch Methylierung inaktiviert und wird somit nicht 
primär durch Mutationen, sondern durch epigenetische Veränderungen inaktiviert 
(Sager, 1997). Da durch DNA-Methylierung inaktivierte Tumorsuppressorgene 
keine Gendefekte im eigentlichen Sinne aufweisen, lassen sie sich unter 
Umständen durch niedermolekulare Substanzen wieder reaktivieren (Oki & Issa, 
2006). Diese Gruppe von Tumorsuppressorgenen stellt somit auch therapeutisch 
eine interessante Zielstruktur-Klasse dar. Dennoch sind die bisher bekannten 
Moleküle dieses Signalweges keine besonders gut geeigneten Zielstrukturen zur 
Entwicklung von Medikamenten für zielgerichtete Therapien, da sie kaum 
pharmazeutisch nutzbar sind (Rubin et al., 2006). Aktuell bestehen dennoch 
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weiterhin Bestrebungen geeignete Zielstrukturen innerhalb des Signalweges 
ausfindig zu machen. 
LBH, ein direktes Zielgen des Signalweges welches für einen embryonalen 
Transkriptionsfaktor kodiert, wurde kürzlich für einige Brustkrebstypen als 
klinisch relevant beschrieben (Rieger et al., 2010). Vermutlich unterdrückt LBH in 
Krebszellen die Differenzierung von epithelialen Zellen.  
Auch Arbeiten über Beta-Catenin selbst als Biomarker wurden unternommen 
(Lopez-Knowles et al, 2010). Jedoch spielt Beta-Catenin ebenfalls eine 
bedeutende Rolle bei generellen interzellulären Adhäsionsprozessen und wird 
somit auch in gesunden Zellgeweben ubiquitär exprimiert.  
DKK-1, ein weiteres Protein innerhalb des WNT-Signalweges, scheint bei 
hormon-resistenten Tumoren eine Rolle zu spielen (Forget et al., 2007). Jedoch 
scheinen putative Marker wie DKK-1 ebenfalls nur in der Tumornachsorge nach 
einer bereits existierenden Erkrankung prädiktive Aussagen zu ermöglichen. 
Aktuelle Erkenntnisse belegen eher, dass Gene des WNT-Signalweges zumeist 
ubiquitär exprimiert werden und somit eine geringe Tumor-Spezifität zeigen. Die 
Aktivierung des Signalweges resultiert vielmehr vermutlich aus einer vermehrten 
Inaktivierung von Signalwegs-Inhibitoren, wie es bei der Genfamilie der SFRPs 
und WIFs beobachtet wird (Foltz et al., 2010). 
Daher erscheint es plausibel, die direkten Zielgene des WNT-Signalweges, wie sie 
vermehrt bei einer Reaktivierung des Signalweges in malignen Tumoren 
exprimiert werden, zu identifizieren und zu charakterisieren. So könnten unter 
anderem Brustgewebe-spezifischere Gene aufgedeckt werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde dieser Ansatz für Zielgene der SFRP1-Wirkung weiter 
verfolgt. Ein weiterer Ansatz beruht auf der Möglichkeit die epigenetische 
Inaktivierung der Genpromoterbereiche, die in einer verringerten Genexpression 
von potentiellen Tumorsuppressorgenen wie SFRP1 resultieren zu detektieren 
und für diagnostische, prognostische oder prädiktive, klinische Aussagen zu 
nutzen. So konnten solche Ansätze bereits erfolgreich für SFRP1 beim 
Mammakarzinom beschrieben werden (Veeck et al., 2006). 
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1.2.2 Die Rolle der Endotheline bei der Tumorangiogenese 
Innerhalb der letzten Jahre ist die Kenntnis epigenetischer Veränderungen bei 
Krebserkrankungen zunehmend gewachsen (Brait & Sidransky, 2011). Innerhalb 
des Wnt-Signalweges liegen somit neben SFRP1 eine Vielzahl weiterer 
Tumorsuppressor Kandidatengene innerhalb ihres Genpromoters methyliert vor. 
Davon sind, neben weiteren Vertretern der SFRP-Genfamilie, auch weitere Wnt-
Antagonisten wie DKK3 oder WIF beschrieben (Veeck et al., 2009). Aber auch 
Gene Signalweg-abwärts der Wnt-Wirkung werden in ihrer Expression vermutlich 
im Zuge der Tumorgenese moduliert. Ein Beispiel hierfür ist die Genfamilie der 
Endotheline die bei der Neoangiogenese, der Neubildung von Blutgefäßen, eine 
bedeutende Rolle spielen (Kim et al., 2004, Smollich & Wulfing, 2007). So spielt 
die Blutversorgung von neugebildetem Tumorgewebe eine kritische Rolle 
hinsichtlich der Tumorprogression. Der zunehmende Anteil von neuem 
Tumorgewebe braucht für sein weiteres Wachstum nicht zuletzt die Möglichkeit 
Nährstoffe aufzunehmen als auch die Möglichkeit toxische Stoffwechselprodukte 
in sein umgebendes Medium wieder abgeben zu können (Grimshaw, 2007).  
Endothelin-1 als auch Endothelin-2 sind solche sogenannten vasoaktiven 
Substanzen, welche möglicherweise durch die Einleitung der Wnt-Signalkaskade 
in der Zelle rekrutiert werden (Masaki, 2000). Beide Moleküle beeinflussen über 
ihre EDNRA bzw. EDNRB Rezeptoren unter anderem die Aktivierung des 
Pertussis-Toxin insensitiven G-Proteins welches über Stimulation von 
Phospholipase-C den MAPK Signalweg aktiviert (Bagnato & Natali, 2004). Beide 
Moleküle können darüberhinaus die Aktivierung der „p125 focal adhesion“ Kinase 
und des Moleküls Paxilin einleiten, welche beide mit einem erhöhten 
Invasivitätspotentials des Tumors assoziiert werden (Spinella et al., 2002). Die 
vielseitigen Interaktionsmöglichkeiten dieser Molekülfamilie zeigen darüberhinaus 
auf, dass eine Imbalance dieser sogenannten Endothelin-Achse weitreichende 
Konsequenzen für die normale Zell-Integrität haben kann. Dies könnte unter 
anderem erklären warum in humanen Tumoren häufig Moleküle dieser 
Endothelin-Achse in ihrer Funktion beeinträchtigt vorliegen (Berry et al., 2002).  
Endothelin-3, ein weiterer Vertreter dieser Genfamilie, könnte dabei eine 
bedeutende Schlüsselfunktion bei der Steuerung der Endothelin Homöostase im 
Tumorgewebe spielen (Bagnato et al., 2005).  
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Initiale Untersuchungen haben dabei gezeigt, dass auch EDN3 DNA Motive im 
Promoterbereich aufweist, welche im Zuge epigenetischer Prozesse zu einer 
transkriptionellen Inaktivierung führen könnten (Abb. 3.32). 
Ein Fokus lag somit darin, herauszufinden, inwiefern DNA-Promotermethylierung 
ebenfalls die transkriptionelle Inaktivierung von EDN3 in Brusttumoren 
beeinflusst und ob hier eine klinische Relevanz besteht. 
 
1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Es ist von hohem klinischen Interesse, die Signalwege der Krebszelle zu 
verstehen, die aufgrund des aberranten Verlusts der SFRP1 und/oder EDN3-
Expression aktiviert werden (Dahl et al., 2007). Da Tumorzellen ein 
ausgeklügeltes System der Adaptation an die jeweilige Umgebung besitzen, um 
sich zu versorgen (z.B. Induktion der Angiogenese), das umliegende gesunde 
Gewebe für sein eigenes invasives Wachstum vorzuschädigen (z.B. Sekretion von 
Proteasen oder Tumor-Nekrose-Faktoren), die Umgehung der Immunerkennung 
oder auch den Prozeß der Metastasierung aktiv zu beeinflussen (z.B. 
Reprogrammierung von Adhäsionsmolekülen und Prozessen an der 
Tumorzellmembran), so ist es von besonderem Interesse inwieweit die Moleküle 
SFRP1 als auch EDN3 als potentielle Tumorsuppressoren Einfluss auf diese 
Signalwegnetze nehmen. Eine Rolle von SFRP1, als negativer Regulator des 
WNT-Signalweges, wurde bereits zuvor skizziert. SFRP1 bindet WNT-Moleküle 
und unterdrückt damit die Aktivierung des WNT/ß-Catenin Signalweges. 
Möglicherweise existieren jedoch noch weitere Wirkungsweisen für SFRP1. 
Prinzipiell wäre eine Reaktivierung der SFRP1 und EDN3-Funktion in 
menschlichen Tumoren durch Gen-Therapie denkbar, jedoch haben Gen-
Therapien ihren Nutzen bisher nur in Einzelfällen zeigen können (Fang et al., 
2011; Raha et al. 2011). 
Ein Ansatz im Rahmen der vorliegenden Arbeit beruhte darauf, dass nach 
Zielgenen der SFRP1-Wirkung gesucht wird, bzw. nach den onkogenen 
Molekülen, deren Expression normalerweise durch SFRP1 unterdrückt wird. Diese 
Gene werden im Tumor aktiviert, wenn die SFRP1-Expression verloren geht und 
sind somit interessante Zielstrukturen, wenn sie in die Gruppe der Moleküle 
fallen, die sich durch niedermolekulare Substanzen oder therapeutische 
Antikörper gut hemmen lassen. Dies sind z.B. Kinasen, Transmembran-
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Rezeptoren wie z.B. G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), Enzyme und 
sezernierte Proteine. Diese Moleküle könnten zur Etablierung neuer, 
hochwirksamer gezielter Therapien genutzt werden, indem z.B. Hemmstoffe 
gegen Kinasen oder Rezeptoren im WNT/ß-Catenin Signalweg-abwärts der 
SFRP1-Funktion gesucht und etabliert werden. Mittelfristig könnten diese Ansätze 
zur Entwicklung besserer Medikamente zur Behandlung des Mammakarzinoms 
beitragen. Weiterhin könnten diese Moleküle unabhängig davon ob sie 
pharmazeutisch nutzbar sind oder nicht, von diagnostischer Bedeutung beim 
Mammakarzinom sein. Entsprechende Analysen sollten für ausgewählte Vertreter 
durchgeführt werden. Innerhalb dieses Ansatzes sollten drei Fragestellungen 
verfolgt werden: 
I. Fragestellungen zum pathologischen SFRP!-Verlust im Mammakarzinom: 
a.) Welche Gene werden von einem SFRP1 Verlust aberrant 
aktiviert/inhibiert? 
b.) Wie wirkt sich ein in-vitro generierter SFRP1-Verlust auf den Phänotyp der 
Brustzelle aus? 
c.) Welche Gene stellen potentielle gewebespezifische „Drug Targets“ dar und 
lassen sich eventuell in einer zielgerichteten Therapie inhibieren. 
 
Ein weiterer Ansatz im Rahmen der vorliegenden Arbeit beruhte darauf, zu 
untersuchen, ob der DNA-Methylierungsstatus am Genpromoter von SFRP1 und 
EDN3, der zu einer transkriptionellen Inaktivierung der Genexpression führen 
kann, einen geeigneten prognostischen Biomarker beim Mammakarzinom 
darstellt. Als DNA-Methylierung bezeichnet man dabei das Anfügen einer 
Methylgruppe an die 5‘-Position der Cytosinbase in der DNA. Bevorzugte Stellen 
für solche Modifikationen stellen sogenannte CG-Dinukleotide dar. Im humanen 
Genom kommen mehr als 20 Millionen solcher CG-Inseln vor (Zhu et al., 2007). 
Eine Methylierung solcher CG-Motive kann unter anderem bewirken, dass 
Transkriptionsfaktoren schlechter an die DNA-Abschnitte binden können 
(Rodríguez-Paredes & Esteller, 2011). Dies resultiert unter anderem daraus, dass 
methylierte DNA-Abschnitte viel dichter in Nukleosomen verpackt werden können 
als unmethylierte. Verallgemeinert könnte man somit sagen, dass methylierte 
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DNA damit inaktiver ist. Es gilt mittlerweile als erwiesen, dass eine 
Krebsentstehung mit grossen epigenetischen Veränderungen einhergeht (Brait & 
Sidransky, 2011; Rodríguez-Paredes & Esteller, 2011). Eine Vielzahl von 
Tumorsupressor-Genen scheint durch solche Prozesse im Zuge der Tumorgenes 
inaktiviert zu werden. Man vermutet, dass die Aktivität von mehr als 75% der 
etwa 200 DNA-Reparaturenzyme durch DNA-Methylierung kontrolliert und 
während der Krebsentstehung abgeschaltet wird (Zhu et al., 2007). 
Für SFRP1 konnte ein solcher Zusammenhang aberranter Promotermethylierung 
und deren potentielle Eignung als prognostischer Biomarker beim 
Mammakarzinom bereits gezeigt werden (Veeck et al., 2006). Da EDN3, als 
einziger Vertreter seiner Genfamilie, auch vermehrte CG-Motive innerhalb seines 
Genpromoters zeigt, sollten innerhalb der Arbeit folgende zwei Fragestellungen 
behandelt werden:  
II. Fragestellungen zum pathologischen EDN3-Verlust im Mammakarzinom: 
a.) Ist EDN3-Promotermethylierung tatsächlich eine Hauptursache für eine 
Inaktivierung des Gens im Mammakarzinomen?  
b.) Eignet sich der Methylierungsstatus der EDN3 CG-Motive unter Umständen 
als prognostischer Marker beim Mammakarzinom? 
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2 Material & Methoden 
2.1 Chemikalien 
Chemikalien, die nicht in der folgenden Liste aufgeführt sind wurden von den 
Firmen Merck und Sigma bezogen und sind zum Teil direkt im Methoden-Teil 
aufgeführt.  
 
Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Bromphenolblau Pharmacia Biotec, Schweden 
Desoxynukleotidtriphosphat (dNTPs) PROMEGA, Mannheim 
DNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe 
Esel-Serum Vector/Alexis, Grünberg 
Fötales Kälberserum Seromed Biochrom, Deisenhofen 
Hefeextrakt Serva, Heidelberg 
IPTG Roche, Mannheim 
Matrigel BD Biosciences, Heidelberg 
Penicillin; Streptomycin Biochrom, Berlin 
Sperma DNA (Hering) Amersham Pharmacia, Freiburg 
Trypsin Biochrom, Berlin 
Zellkulturmedium Invitrogen, Karlsruhe 
 
2.2 Materialien & Geräte 
Die folgenden Puffer und Lösungen wurden mit H
2
O-bidest hergestellt, 
sterilfiltriert oder autoklaviert. Nicht aufgeführte Puffer und Lösungen sind im 
Methodenteil beschrieben. 
2.2.1 Medien zur Anzucht von Zellkultur-Zellinien  
DMEM  10% hitzeinaktiviertes FCS 
 Stabilisiertes Glutamin 
 100 U/ml Penicillin 
 100 µg/ml Streptomycin 
Medium zum Einfrieren von Zellen 10% DMSO (v/v) 
 20% FCS (v/v) 
 70% RPMI 1640 (v/v) 
PBS Puffer (10x) 160 mM Na2HPO4 
[PH 7,5] 40 mM NaH2PO4 
 1,5 M NaCl 
Trypanblau 0,5% in PBS 
Trypsin in EDTA Lösung 0,05% Trypsin 
 0,02% EDTA in PBS verdünnt 
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2.2.2 Medien zur Anzucht von E. coli-Zellen  
LB Medium  10g Trypton 
[pH 7,5] 5g Hefeextrakt 
 5g NaCl 
 Ad. 1000 ml H2O 
LB Agar 1,5% (w/v) Agar in LB Medium s.o. 
 Selektivum z.B. Ampicillin nach 
 Autoklavierung und Abkühlung 
 
2.2.3 Lösungen für die DNA Extraktion 
Proteinase K Puffer 10 mM Tris-HCl pH 7,8 
 5 mM EDTA 
 0,5% SDS 
 
2.2.4 Lösungen für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
PCR Puffer (10x) 500 mM KCl 
 100 mM Tris-HCl (pH 8,3) 
dNTPs 2,5 mM dATP 
 2,5 mM dCTP 
 2,5 mM dGTP 
 2,5 mM dTTP 
MgCl2 25 mM Stocklsg. (Promega) 
 
2.2.5 Lösungen für Elektrophoresen  
TBE Puffer 8,9 mM Tris-HCl 
 8,9 mM Borsäure 
 2 mM EDTA 
TE Puffer (10x) 100 ml Tris HCl (1M) pH7,5 
 20 ml EDTA (0,5M) pH7,5 
 Ad. 1000 ml H2O 
Agarose Gele 1-3% Agarose 
 Gelöst in 1x TBE 
Ladepuffer (5x) 2,5 mM Tris-HCl pH8,0 
 50 mM EDTA pH8,0 
 90% Glycerin 
 0,01% Bromphenolblau 
 0,01% Xylencyanol 
Ethidiumbromidlösung EtBr (10mg/ml) in 1x TBE Puffer 
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2.2.6 Lösungen für Immunzytochemie und -histochemie  
Citratpuffer (10mM) pH6,0 0,1 M Citronensäure (Lösung A) 
 0,1 M Natriumcitrat (Lösung B) 
 Kurz vor Gebrauch dann 1,8 ml Lsg. A 
 In 8,2 ml Lsg. B (auf pH6,0) 
Fixierungslösung (Delauney) 500 ml Ethanol absolut 
 500 ml Aceton 
 1 ml Trichloressigsäure 
PBST 1000 ml 1xPBS 
 0,3% TritonX-100 
TBS Puffer (10x) 245 mM Tris-HCl 
[pH7,6] 1 M NaCl 
 Ad. 1000 ml mit H2O 
 
2.2.7 Geräte, Apparaturen, sonstiges Material  
ABI PRISM 377 DNA Sequencer Applied Biosystems, CA, USA 
Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 arrays Affymetrix, High Wycombe, UK 
Biophotometer Eppendorf, Hamburg 
BIORAD IQ5 Real-Time PCR Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Hoefer HE 33 Mini Submarine Hoefer Pharmacia Biotech, USA 
Labor-pH-Meter 765 Knick, Berlin 
Light Cycler Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Light Cycler Kapillaren Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Hamburg 
UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich 
 
2.3 Kits, Enzyme und Antikörper 
2.3.1 Enzyme  
IQ5 SYBR Supermix Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Light Cycler-Fast Start  Roche, Mannheim 
Proteinase K Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
Taq Polymerase Promega, Mannheim 
2.3.2 Antikörper  
SFRP1 IgG Rabbit anti-Human Eurogentec, Seraing, Belgien 
EDN3 IgG Goat anti Human Santa Cruz Biotech. Inc., Kalifornien, 
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2.3.3 Molekularbiologische Kits  
Eukaryotic Hybridization Control Kit Affymetrix, High Wycombe, UK 
One Cycle Eucaryotic cDNA synth. Kit Affymetrix, High Wycombe, UK 
IVT Labeling Kit Affymetrix, High Wycombe, UK 
Chemicon CpGenome DNA Mod. Kit Chemicon, NY, USA 
Qiagen Plasmid Miniprep Kit I Qiagen, Hilden 
QIAamp DNA Mini Kit  Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
Light Cycler Master SYBR Green I Kit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
2.4 Oligonukleotide 
Oligonukleotide für die Charakterisierung von SFRP1- bzw. EDN3-assoziierten Molekülen 
ß-Catenin (sense) 5‘-TGC AGT TCG CCT TCA CTA TG -3‘ 
ß-Catenin (antisense) 5‘-ACT AGT CGT GGA ATG GCA CC-3‘ 
Cyclin D1 (sense) 5‘-CCG TCC ATG CGG AAG ATC -3‘ 
Cyclin D1 (antisense) 5‘-ATG GCC AGC GGG AAG AC -3‘ 
SFRP1 (sense) 5‘-CTA CTG GCC CGA GAT GCT TA – 3‘ 
SFRP1 (antisense) 5‘-GCT GGC ACA GAG ATG TTC AA  -3‘ 
WNT 1 (sense) 5‘-AAA TAA TTT GCA CTG AAA CGT GGA T-3‘ 
WNT 1 (antisense) 5‘-GCT GGG ACC CAG CAC AAT AA -3‘ 
WNT 3a (sense) 5‘-GCA GCA TCA GAT ATA ACA TTA AAA GCA -3‘ 
WNT 3a (antisense) 5‘-CCC CAA GAG CCC AAA AGA G -3‘ 
GAPDH (sense) 5‘-GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA -3‘ 
GAPDH (antisense) 5‘-TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA -3‘ 
BDNF (sense) 5’-AAA CAT CCG AGG ACA AGG TG-3’ 
BDNF (antisense) 5’-AGA AGA GGA GGC TCC AAA GG-3’ 
BDNFOS (sense) 5’-CCG AAC TTT CTG GTC CTC AT-3’ 
BDNFOS (antisense) 5’-AAA CAG GAT GGC TCA ATG AAA-3’ 
COX2 (sense) 5’-GTT CCC ACC CAT GTC AAA AC-3’ 
COX2 (antisense) 5’-CAG TTT TCT CCA TAG AAT CC-3’ 
GPR44 (sense) 5’-AAT CCT GTG CTC CCT CTG TG-3’ 
GPR44 (antisense) 5’-CCA CCA CGA AGA GGA TGA CT-3’ 
IL13RA2 (sense) 5’-TCC CTA TTT GGA GGC ATC AG-3’ 
IL13RA2 (antisense) 5’-TGC TGG AAT AGG TCC CAA AG-3’ 
KCNE4 (sense) 5’-CTG AAC ATG CTG CAG GAG AG-3’ 
KCNE4 (antisense) 5’-ATG TTC TCC GAG GAC CCT TC-3’ 
MMP1 (sense) 5’-TTC GGG GAG AAG TGA TGT TC-3’ 
MMP1 (antisense) 5’-ACC GGA CTT CAT CTC TGT CG-3’ 
MMP10 (sense) 5’-ATT TTG GCC CTC TCT TCC AT-3’ 
MMP10 (antisense) 5’-ATT TGT CCG CTG CAA AGA AG-3’ 
EDN1 (sense)   5‘-GCT CGT CCC TGA TGG ATA AA-3‘ 
EDN1 (antisense)   5’-TTC CTG CTT GGC AAA AAT TC-3‘ 
EDN2 (sense)   5‘-TTG GAC ATC ATC TGG GTG AA-3‘ 
EDN2 (antisense)   5‘-CTG TAG TGG CCC CTG TCT TG-3‘ 
EDN3 (sense)   5‘-ATTGCCACCTGGACATCATT-3‘ 
EDN3 (antisense)   5‘-GCAGGCCTTGTCATATCTCC-3‘ 
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Oligonukleotide für die Charakterisierung des SFRP1-Promotermethylierungsstatus 
SFRP1 CpG1 U (sense) 5‘-TTG TGT TTG GTT TTA GTA AAT TGA ATT TGT TT-3‘ 
SFRP1 CpG1 U 5‘-TAC AAC CAA ACC CTC AAA ACC ACC CCA -3‘ 
SFRP1 CpG1 M (sense) 5‘-CGT TTG GTT TTA GTA AAT CGA ATT CGT TC -3‘ 
SFRP1 CpG1 M 5‘-ACC GAA CCC TCG AAA CCG CCC CG -3‘ 
 
Oligonukleotide für die Charakterisierung des EDN3-Promotermethylierungsstatus 
EDN3 CpG1 U (sense) 5‘-TTT GGG AGG TGA TTT TTA GTG TGT TT-3‘ 
EDN3 CpG1 U (antisense) 5‘-ACC CAT CCC TAC ACA AAA CTA ACC A-3‘ 
EDN3 CpG1 M (sense) 5‘-TGG GAG GCG ATT TTT AGT GCG TTC-3‘ 
EDN3 CpG1 M 5‘-CCA TCC CTA CGC GAA ACT AAC CG-3‘ 
 
Oligonukleotide für Analysen zur RNA-Interferenz 
SFRP1 siRNA-1 sense CGC UUA UGU UAA UAG UAA UdtUdt 
SFRP1 siRNA-1 antisense AUU ACU AUU AAC AUA AGC GdAdT 
SFRP1 siRNA-1 TARGET ATC GCT TAT GTT AAT AGT AAT 
SFRP1 siRNA-2 sense GGG CCA UUU AGA UUA GGA AdTdT 
SFRP1 siRNA-2 antisense UUC CUA AUC UAA AUG GCC CdTdT 
SFRP1 siRNA-2 TARGET AAG GGC CAT TTA GAT TAG GAA 
SFRP1 siRNA-3 sense GCC UGC AGG GAA UAA CAU AdTdT 
SFRP1 siRNA-3 antisense UAU GUU AUU CCC UGC AGG CdTdG 
SFRP1 siRNA-3 TARGET CAG CCT GCA GGG AAT AAC ATA 
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2.5 Zellbiologische Analysen 
Die Anzucht der Zellen erfolgte bei 37°C in Kulturflaschen mit einer Größe von 25 
cm2 oder 75 cm2 und bei einer Luftfeuchtigkeit von 95%, sowie einer CO2-
Sättigung von 5%. Sämtliche Arbeiten wurden an einer Sterilbank durchgeführt. 
Kultiviert wurden die meisten Zelllinien mit DMEM Low Glucose, welchem 10% 
FCS, 1mM Natriumpyruvat, 50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin 
zugesetzt wurde. Zur Beobachtung der Kulturbedingungen enthält das 
Kulturmedium den pH-Indikator Phenolrot. Er signalisiert einen erforderlichen 
Mediumwechsel durch einen Farbumschlag ins Gelbliche, welches aus einer 
zunehmenden Ansäuerung des Mediums durch sezernierte Stoffwechselprodukte 
hervorgerufen wird. 
Die Brustkrebs Zelllinien SK-BR-3, MCF-7, BT-20, T47D, ZR-75-1, HS-578-T, 
MDA-MB-231 sowie die aus gutartigen Zellen generierten Zelllinien HMEC, 
MCF10A und MCF12A wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) 
(Rockville, MA) bestellt und nach Herstellerangaben kultiviert. Protein und RNA 
Proben wurden aus Extrakten von subkonfluenten Zellen in der exponentiellen 
Wachstumsphase gewonnen.  
2.5.1 Auftauen kryokonservierter Zell-Linien 
In flüssigem Stickstoff eingelagerte Zellen wurden zum Auftauen zunächst in der 
Hand kurz vorsichtig aufgetaut und in 10 ml DMEM Low Glucose Medium 
inklusive 20% fötalem Kälber-Serum (FKS) aufgenommen. Sie wurden 
unverzüglich resuspendiert, um das im Einfriermedium enthaltene zelltoxische 
DMSO zu verdünnen. Nach kurzzeitigem Schwenken der Suspension wurden die 
Zellen bei 100 g pelletiert und im Anschluss nach Absaugen des Überstandes mit 
20% FKS-DMEM-Medium resuspendiert, um sämtliche Rückstände von DMSO zu 
entfernen. Die resuspendierten Zellen wurden daraufhin in T25 Zellkulturflaschen 
ausgesät und mit etwa zweimaligem Mediumwechsel pro Woche kultiviert. Eine 
längere Kultivierung wurde in T75 Zellkulturflaschen in 10%FKS-Medium 
durchgeführt. 
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2.5.2 Kultivierung humaner Zell-Linien 
Adhärent wachsende Zellen wurden vom Boden abgelöst und neu ausgesät, 
wenn sie etwa 90% konfluent waren. Hierzu wurden die Zellen nach dem 
Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen, um Serumproteine und 
abgestorbene Zellen zu entfernen. Anschließend wurde lediglich so viel Trypsin-
EDTA-Lösung zugegeben, dass die Zellen damit bedeckt waren. Die Zellen 
konnten anschließend durch seitliches Klopfen von ihrem Boden abgelöst werden. 
Bei manchen Zellen genügte bereits das alleinige Abklopfen, um sie zu 
suspendieren, bei anderen musste zusätzlich für etwa 3 Minuten bei 37°C 
inkubiert werden. Die Protease Trypsin initiiert dabei unter ihrem 
Temperaturoptimum den Abbau von Oberflächenmolekülen, die für die Adhärenz 
der Zellen notwendig sind. Kalzium- und Magnesiumionen, die ebenfalls wichtige 
Ionen für das Anheften von Zellen darstellen, werden durch EDTA abgefangen 
und stehen somit nicht mehr zur Verfügung. Unter dem Mikroskop wurde der 
Ablösevorgang der Zellen nachverfolgt. Durch die Zugabe von Medium wurde 
letztendlich die Trypsinaktivität durch die darin enthaltenen Serumproteine 
gehemmt und das zytotoxische EDTA ebenfalls verdünnt. Die suspendierten 
Zellen wurden sodann quantifiziert und im Anschluss entweder für 
Analysezwecke verwendet oder erneut ausgesät oder weggefroren. 
 
2.5.3 Quantitative Zellzahlbestimmung 
Die quantitative Zellzahlbestimmung erfolgte wahlweise mit einem „CASY1“ 
automatisierten Zellzähler der Firma Schärfe System GmbH (Reutlingen) oder 
manuell mittels Neubauer-Zählkammer. Bei der Neubauer-Zählkammer handelt 
es sich um einen speziellen Objektträger, dessen Oberfläche in vier Großquadrate 
unterteilt ist, von denen jedes abermals aus 16 kleinen Quadraten besteht.  
Zunächst werden sowohl die Kammer als auch das Deckglas mit 70%igem 
Ethanol gereinigt. Durch ein leicht mit Flüssigkeit benetztes Deckglas wird die 
Zählkammer anschließend abgedeckt. Dadurch entsteht im Inneren der Kammer 
ein Hohlraum mit einer Höhe von 0,1 mm. Die Ringe, die sich an den 
aufliegenden Rändern des Deckglases bilden, werden auch als Newton-Ringe 
bezeichnet. Entscheidend für die Quantifizierung einer Zellzahl ist es, dass eine 
bestimmte Zelldichte nicht überschritten wird. Nach dem Auftauen wurden die 
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Zellen zunächst zweifach mit PBS gewaschen um zytotoxische DMSO-Reste zu 
entfernen, und nach der letzten Zentrifugation in je 25 ml PBS aufgenommen.  
In einem zweiten Vorgang wurde ein Aliquot der Zellen darüber hinaus im 
Verhältnis 1:3 durch Zugabe von Trypanblau verdünnt. Tote Zellen werden 
dadurch stark blau gefärbt, da sie im Gegensatz zu lebenden Zellen den Farbstoff 
intrazellulär akkumulieren. Für eine Zellzahlbestimmung während der 
Kultivierung, wurde zunächst das Medium von den Zellen abgenommen, die 
Zellen wurden trypsiniert und folglich vom Kultur-Flaschenboden abgelöst.  
Nachdem die Zellen mit Medium resuspendiert wurden, konnte die 
Zellsuspension bei 100 g für 5 Minuten abzentrifugiert und je nach Größe des 
Zellpellets resuspendiert werden. Daraufhin wurde ein Tropfen Zellsuspension in 
die vorbereitete Zählkammer transferiert, wobei die Kapillarkräfte die Suspension 
unter das Deckglas ziehen. Die Anzahl der lebenden Zellen in allen vier 
Quadraten wurde ausgezählt. Zellen, die auf zwei zueinander senkrecht 
stehenden Randlinien zu liegen kamen wurden berücksichtigt, während 
diejenigen auf den beiden anderen begrenzenden Kanten nicht in die Zählung 
eingingen. Ein Quadrat entspricht in etwa einem Volumen von 0,1 µl. Zur 
Berechnung der resultierenden Zellzahl wurde die folgende Gleichung angewand: 
Die Summe der Zellen, geteilt durch die Anzahl der ausgezählten Quadrate, 
entspricht der Anzahl der Zellen multipliziert mit Verdünnungsfaktor und 
multipliziert mit 104. 
2.5.4 Vitales Einfrieren von Zellen 
Nach dem Ablösen von adhärenten Zellen und der Zellquantifizierung erfolgte 
eine Abzentrifugation der Zellen bei 100 g und eine anschließende Aufnahme des 
Zellsedimentes in DMSO-haltigem Einfriermedium, so dass die Suspension eine 
Zellmenge von 2-5x106 Zellen/ml aufwies. Durch DMSO, ein organisches 
Lösungsmittel, wird eine Schädigung der Zellmembran durch die Bildung von 
Eiskristallen verhindert. Da DMSO jedoch eine hohe Zell-Toxizität aufweist, 
müssen die Zeiträume des Einfrierens und des Auftauens möglichst kurz gehalten 
werden. 1 ml der Zellsuspension wurde in ein Kryoröhrchen gefüllt und 
zellschonend in mehreren Schritten zunächst bei -20 °C für 2 Stunden, dann 24 
Stunden bei -80°C und zuletzt in flüssigem Stickstoff (-196°C) sequentiell 
eingefroren. 
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2.5.5 Extraktion von Nukleinsäuren aus humanen Zellen 
Für die Extraktion von Nukleinsäuren aus humanen Zellen, wurden diese 
zunächst in ihrem Reaktionsgefäß mit 1-2 ml TRIZOL-Lyse-Reagenz (Sigma 
Aldrich, Deisenhofen) versetzt. Nachdem durch mehrmaliges Auf- und 
Abpipettieren die vollständige Lyse der Zellen gewährleistet werden konnte, 
wurde das Lysat in ein dem Volumen entsprechendes Gefäß pipettiert und bis zur 
Aufarbeitung bei -20°C eingefroren. Zur Aufarbeitung wurde das Lysat erneut 
kurz gemischt und im Anschluss mit 200 µl Chloroform pro ml TRIZOL 
präzipitiert. Nach erneutem kurzen Mischen wurde das Lysat für fünf Minuten 
inkubiert und im Anschluß bei 16.000 g zentrifugiert. Das Lysat liegt im 
Anschluss an die Zentrifugation in drei Phasen vor: eine wässrige Phase, in der 
sich die extrahierte RNA befindet, eine Interphase, in der die DNA lokalisiert ist 
und eine organische Phase, in der überwiegend Proteine und Zelltrümmer 
lokalisiert sind. Die wäßrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß zur 
weiteren Aufarbeitung der RNA überführt. Die organische Phase wurde 
demgegenüber zur Aufreinigung von DNA und Gesamtprotein aufbewahrt. 
Für die RNA-Extraktion wurde die wässrige Phase zunächst mit 300µl Isopropanol 
pro ml TRIZOL präzipitiert. Nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde die gefällte RNA bei 8.500 g pelletiert und der Überstand verworfen. Das 
Pellet wurde daraufhin zweimalig in 75% Ethanol gewaschen und für 10 Minuten 
unter Vakuum-Zentrifugation getrocknet. Resuspendiert wurde das Pellet 
letztendlich in 30 µl DEPC-behandeltem Wasser. 
Für die Extraktion genomischer DNA wurde die organische Phase zunächst mit 
300µl Isopropanol pro ml TRIZOL präzipitiert und zehn Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die ausfallende DNA wurde im Anschluß bei 8500 g 
pelletiert und der Überstand für die Aufreinigung von Gesamtprotein aufgehoben. 
Das Pellet wurde mit 8mM Natrium-Acetat-Lösung in 10%igem Ethanol 
gewaschen. Bei jedem Waschschritt erfolgte eine 30 minütige Inkubation bei 
Raumtemperatur. Zuletzt wurde das Pellet unter Vakuum-Zentrifugation 
getrocknet. Die Resuspension erfolgte in 200 µl Tris-EDTA-Puffer (TE pH 8,0).   
2.5.6 XTT Zell Proliferations Assay 
5x103 SFRP1-defiziente Zellen sowie die gleiche Anzahl SFRP1-reexprimierende 
Zellen wurden in einer 96-well Platte ausgesät um Unterschiede in der 
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Zellproliferationsrate messen zu können. An spezifischen Zeitpunkten wurden die 
Zellen für zwei Stunden mit XTT inkubiert. Basierend auf der Fähigkeit 
metabolisch aktiver Zellen das vorliegende Tetrazolium Salz XTT proportional zu 
ihrem Wachstum in die orange farbige Komponente Formazan umzuwandeln, ist 
es nach zwei Stunden möglich, über die Intensität des Puffers, Aussagen treffen 
zu können wieviel viable Zellen in der Kultur vorliegen. Die Farbintensität wurde 
mit einem entsprechenden ELISA Spektrophotometer gemessen. 
2.5.7 3D Matrigel Assay 
BD Matrigel Matrix stellt eine lösliche Basalmembran Präparation dar, die aus 
EHS Maus Sarcoma, einer Tumorform mit einer Vielzahl von EZM Proteinen, 
gewonnen wird. Die Hauptkomponenten bestehen aus Laminin, gefolgt von 
Collagen IV, Proteoglykanen und Entactin-1. Bei Raumtemperatur polymerisiert 
Matrigel zu einem biologisch aktiven Matrix Material, welches die Basalmembran 
simuliert. Zellen verhalten sich in diesem Medium ähnlich wie im lebenden 
Organismus. Matrigel eignet sich daher insbesondere für Studien der Zell 
Morphologie, biochemischer Funktionen, der Zellmigration und Invasion sowie für 
Genexpressionsanalysen in physiologischer Umgebung. Zur Durchführung 
wurden zunächst 35 mm wells mit 300 µL 5 mg/mL Matrigel beschichtet und bei 
37°C für 15 Minuten auspolymerisiert. Im Anschluss wurden 1x104 Zellen in 1,2 
mL Matrigel-haltigem DMEM Medium über die vorpräparierten Wells ausgesät und 
erneut für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Zuletzt wurde mit 1 mL frischem 
Medium überschichtet. Die Zellkulturen wurden für 20 Tage kultiviert.  
2.5.8 Generierung SFRP1-überexprimierender Zellen 
Die Auswirkung und Bedeutung eines SFRP1 Verlusts in humanen Zelllinien 
wurde in SK-BR-3 Krebszelllinien untersucht, die endogen kein SFRP1 
exprimieren. Zellen mit stabil transfiziertem SFRP1 Vektoren dienten als SFRP1-
Plus Modell. Die Transfektion der Zellen mit dem pEF6/V5-His Vektor (Invitrogen) 
Konstrukt erfolgte mit Fugene 6 Transfektions Reagenz (Roche). Dieser Ansatz 
sollte im Folgenden die Wiederherstellung der SFRP1 Genexpression auf mRNA 
Mengen ermöglichen, die äquivalent oder stärker zu der Expression in gesunden 
Zellen ist. Die induzierten Veränderung im Expressionsprofil der Zellen wurden 
mittels Real-time PCR untersucht. Die Messung der Expression des von 
Strukturproteinen oder „Housekeeping Genen“, in diesem Falle GAPDH, dienten 
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dabei als Beladungskontrolle. Stabil transifizierte Zellen wurden durch Inkubation 
mit 1 mg/mL Blasticidin in Kultur selektiert.  
2.5.9 Generierung von SFRP1-defizienten Zellen 
In einem weiteren Ansatz wurden zwei Gen-spezifische SFRP1-siRNAs (Qiagen) 
verwendet um die Expression in einer „gesunden“ SFRP1 exprimierenden Zelle 
auf pathologische Mengen artifiziell zu reduzieren. Im Gegensatz zu dem Modell, 
welches in SK-BR-3 Zelllinien generiert wurde, diente dieses in MCF-10A Zellen 
generierte Modell als SFRP1-Minus Modell. 
Eine anhaltende konsistente Suppression der SFRP1-Genexpression wurde durch 
multiple transiente Transfektion bewerkstelligt, die alle 48h erfolgte und durch 
Real-Time PCR kontrolliert wurde. 
5x105 Zellen wurden hierzu in jedes Well einer 6-well Platte ausgesät und bis zu 
einer Konfluenz Rate von etwa 50% und einer Gesamt-Kultivierungsdauer von 
144 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden mit zwei SFRP1-spezifischen siRNAs 
(50 nmol total) jede 48 Stunden in einem 1:1 Verhältnis transfiziert. Ein SFRP1-
spezifischer “knockdown” wurde vor jeder erneuten Transfektion durch gen-
spezifische Real-time PCR sowie Western Blot Analysen bestätigt. Als Negativ 
Kontrollen fungierten Zellen, die entweder untransfiziert blieben oder Zellen, die 
mit einer sogenannten „scrambled siRNA“ transfiziert wurden, die keinerlei 
Komplementarität gegenüber dem menschlichen Genom zeigt und somit das 
Expressionsprofil der Zelle nicht beeinflusst. Die Expressions-Intensität der 
SFRP1-siRNA transfizierten Zellen wurde im Folgenden mit diesen Zellen 
verglichen. In einem zusätzlichen Well wurde zur Kontrolle der Transfektions-
Effizienz Alexa-Fluor 488 gekoppelte siRNAs verwendet. Ein relevanter 
Expressions-“Knockdown” wurde dann erreicht, wenn die Expressions-Intensität 
weniger als 30% der Kontrollzell-Expression erreichte (Qiagen RNAi 
Human/Mouse Starter Kit Handbook, 2005). RNAi Experimente wurden jeweils in 
vierfacher Wiederholung durchgeführt um Artefakt-Messungen zu vermeiden. 
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2.6. Molekularbiologische Analysen 
2.6.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte für die genomische DNA, 
cDNA, Plasmid-DNA und RNA durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm 
und 280 nm in einer geeigneten Verdünnung. Eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm 
entspricht einer DNA-Konzentration von 50 μg/ml. Eine proteinfreie 
Nukleinsäurelösung weist nach Bestimmung des Quotienten OD260/OD280 einen 
Quotienten von 1,8–2,0 auf. Die Integrität der genomischen DNA wurde durch 
Auftragen von 1 μg unverdauter DNA auf ein 0,7% Agarosegel elektrophoretisch 
überprüft. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte in einer 1:25 
Verdünnung entsprechend der oben beschriebenen DNA-Untersuchung, wobei 
eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm einer RNA-Konzentration von 40 μg/ml 
entspricht. 
2.6.2 cDNA-Synthese 
1µg Gesamt-RNA wurde mit dem Promega "Reverse Transcription System" 
(Promega, Madison, WI, USA) nach Hersteller-Angaben in cDNA umgeschrieben. 
Um die cDNA-Ausbeute zu erhöhen wurden Oligo-dT und Hexamer-Zufallsprimer 
(pdN(6)) im Verhältnis 1:2 gemischt. Die Transkription von mRNA zu cDNA 
wurde mit Hilfe der AMV Reversen Transkriptase durchgeführt. 
In einem Voransatz von 10 μl wurden zunächst 1 μg mRNA mit DEPC-Wasser und 
160 pmol Oligo dT15-Primer sowie 160 pmol Hexamer-Primer für 10 min bei 70°C 
inkubiert. Nach Zugabe von 10 μl eines Ansatzes, bestehend aus 4 μl MgCl2 [25 
mM], 2 μl Reverse Transkriptase Puffer [10x], 1 μl dNTP-Mix [je 10 mM], 20 U 
RNase-Inhibitor und 8,5 U AMV-RT, wurden die Proben zunächst für 10 Minuten 
bei 25°C und im Anschluss 45 Minuten bei 42°C inkubiert. Zuletzt wurde die 
AMV-Reverse Transkriptase fünf Minuten bei 95°C inaktiviert, und die 
entstandenen cDNAs bei –80°C gelagert. 
2.6.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) wird für 
die Vervielfältigung von DNA verwendet. Ein PCR-Ansatz besteht aus den DNA-
Matrizen (von denen vervielfältigt werden soll), den Primern (die als Starter-
Moleküle für die Vervielfältigungsreaktion dienen), den Nukleotiden (die als 
Bausteine für die Bildung der DNA-Kopien dienen), der Taq Polymerase (ein 
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hitzestabiles Enzym, welches die Vervielfältigungsreaktion katalysiert) und einem 
geeigneten Puffer (der die optimalen Bedingungen für die Reaktion 
gewährleistet). Die PCR beruht auf einem immer wiederkehrenden Replikations-
Zyklus aus drei Schritten: 
I. Denaturierung: Die Reaktionslösung wird auf ca. 95 °C erhitzt. Dadurch 
trennen sich die beiden komplementären Stränge, die DNA wird „denaturiert“. 
II. Hybridisierung: Das Herabsetzen der Temperatur auf 50-60 °C ermöglicht die 
Bindung der Primer an die DNA. Man spricht auch von Hybridisierung oder 
Annealing. Es kommt nur zu einer stabilen Bindung, wenn Primer und DNA-
Abschnitt zueinander komplementär sind. An den 3’-Enden dieser Primer beginnt 
die Polymerase damit, weitere komplementäre Nukleotide anzubauen und damit 
die Verbindung zwischen Primern und DNA zu verstärken. 
III. Verlängerung: Im folgenden Schritt wird die Temperatur auf 72 °C erhöht, 
der optimalen Reaktions-Bedingung für Taq-Polymerasen, die nachfolgend 
weitere Nukleotide an die entstehenden DNA-Stränge anbauen. DNA-Primer-
Verbindungen die nicht strikt komplementär zur Primersequenz sind werden bei 
diesen Temperaturen erneut voneinander getrennt. Eine mehrmalige 
Wiederholung dieser drei Schritte verdoppelt jedes Mal die Zahl der kopierten 
DNA-Moleküle. Auf diese Weise entstehen nach etwa 20 Zyklen aus einem 
einzigen Doppelstrang von DNA etwa eine Million Moleküle. Die aufgeführten 
Angaben zu Temperatur und Dauer der einzelnen Schritte beziehen sich auf das 
Standardprotokoll. Es gibt inzwischen jedoch eine Vielzahl von Abwandlungen, 
die für spezielle Anforderungen optimiert sind. 
Ein typischer PCR-Ansatz enthält: 
5 µl PCR-Puffer (5x) 
2,5 MgCl2 (25 mM) 
1 µl dNTPs (10 mM) 
10pmol 5’-Primer 
10pmol 3’-Primer 
100 U Taq-Polymerase 
1-2 µl Template-DNA 
ad. 25 µl H2O (PCR-Grade) 
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2.6.4 Bisulfit-Umwandlung genomischer DNA aus Zellkultur-DNA 
Für die chemische Modifikation von Cytosinbasen zu Uracil innerhalb von 
denaturierter genomischer DNA wurde das CpGenome DNA Modification Kit von 
Milipore verwendet. Es wurde jeweils 1 µg DNA zur Umwandlung eingesetzt. Bei 
weniger Ausgangs-DNA als 1 µg wurde 1 µg Heringssperma-DNA als Fällungshilfe 
hinzugegeben. Bei Einwirken von Bisulfit und nachfolgender Alkalibehandlung 
werden die Cytosinbasen zu Uracil desaminiert und bei der anschließenden PCR 
durch Thymin ersetzt, sofern sie unmethyliert sind. Bei vorhandener 
Methylierung findet dieser Austausch der Basen hingegen nicht statt, die 
Cytosine bleiben bestehen.  
Exemplarisch ist in Abb. 2.1 das Prinzip der Bisulfit Konversion dargestellt. Im 
Falle eines unmethylierten Cytosins, werden alle Cytosine, ob Guanin-gekoppelt 
oder nicht in Uracil umgewandelt. Im Falle eines methylierten Cytosins bleibt 
jedoch das Guanin-gekoppelte Cytosin unverändert, während alle anderen 
Cytosine umgewandelt werden. Durch diese Modifikation erhält man zwei 
unterschiedliche Sequenzen, die sich entscheidend von der genomischen Vorlage 
unterscheiden.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.1: Exemplarische Darstellung zur Bisulfit-Umwandlung. Methylierte Cs 
sind geschützt während der Bisulfit Konversion. Sie werden als Gs in der 
anschließenden PCR transkribiert während unmethylierte Cs z.B. in CpG Duplets 
in Uracil umgewandelt werden und in der folgenden PCR in A transkribiert 
werden. Durch die Ableitung spezifischer Primer kann man methyilierte Bereiche 
von unmethylierten unterscheiden. 
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Anhand dieser neu gewonnenen Sequenzen kann man nun spezifische 
Primerpaare für beide Fälle ableiten: Zellen mit methyliertem SFRP1- oder EDN3-  
Gen-Promoter, sowie Zellen ohne vorliegender Methylierung im Gen Promoter. 
Das Softwareprogramm „CpG-Island-Searcher“ (www.cpgislands.com) wurde zur 
Lokalisation  geeigneter CpG-Areale verwendet und das Design von drei 
methylierungsspezifischen Primern mit dem Programm MethPrimer 
(www.urogene.org) durchgeführt. Der Sequenzbereich des Promoters sowie der 
des ersten Exons des zu untersuchenden Gens wurden in das Programm „CpG-
Island Searcher“ hineinkopiert. Die Software ermittelt daraufhin den Bereich der 
CpG-Insel wie in Abb. 2.2 am Beispiel von SFRP1 gezeigt. Die Häufigkeiten dieser 
CG-Duplets sind als vertikale Striche im Bildausschnitt unterlegt.  
 
 
 
 
 
Abb. 2.2: Genübersicht über den Promoterbereich von SFRP1 mit dem 5’UTR 
und dem Beginn des Exon 1. Die CpG-Insel überspannt einen etwa 1900 bp 
langen Bereich (blauer Strich), von dem etwa 500 bp den eigentlichen SFRP1-
Promoter darstellen. Die vertikalen Striche geben die Position eines CpG Duplets 
an.  
2.6.5 Methylierungs-spezifische-PCR (MSP) 
Die methylierungs-spezifische-PCR wurde leicht modifiziert, nach einer Methode 
von Herman et al. (1994), für das SFRP1-Gen und EDN3-Gen durchgeführt. Etwa 
50 ng Bisulfit-behandelte DNA wurden mit 1x PCR-Puffer, 50 pmol Primer, 3,5 
mM MgCl2, 1,2 mM dNTPs sowie 1 U Promega Taq-Polymerase mit zwei Tropfen 
Öl überschichtet und im PCR-Cycler wie folgt mittels Hot-Start-PCR amplifiziert.  
Initiale Denaturierung 94° C         5 Minuten 
Zugabe der Taq Polymerase 80°C          Pause 
Denaturierung 94°C    30 Sek. 
Anlagerungstemperatur 58°C    30 Sek                  38 Zyklen 
Elongation 72°C    45 Sek 
Endextension 72°C         10 Minuten 
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2.6.6 Quantitative Real-Time-PCR  
Um die Expressionshöhe eines spezifischen Transkripts in einer RNA-Präparation 
zu bestimmen verwendet man eine quantitative Real-Time-PCR-Methode. Ähnlich 
der konventionellen RT-PCR wird die RNA zunächst in cDNA umgeschrieben und 
im Anschluss mit Gen-spezifischen Primern amplifiziert. Durch die quantitative 
Real-Time-PCR kann im Gegensatz zur konventionellen RT-PCR jedoch eine 
wesentlich genauere Quantifizierung der amplifizierten Produkte vorgenommen 
werden. Der Light Cycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) sowie der Biorad 
IQ5 (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) sind PCR-Geräte, bei denen während 
der PCR-Zyklen mit einem Laser Fluoreszenz-markierte Produkte angeregt 
werden. Dabei werden spezielle Fluorochrome für die Detektion verwendet. Im 
Rahmen der hier beschriebenen Experimente wurde SYBR-Green, ein 
signalstarkes Fluorochrom aus dem Light-Cycler FastStart DNA Master SYBR 
Green I-Kit (Roche, Mannheim) sowie dem IQ5 SYBR Green Supermix von Biorad 
eingesetzt. Der Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green ist eine Substanz, 
welche spezifisch in die kleinen Zwischenräume von doppelsträngiger DNA 
interkaliert. Verursacht durch diese Bindung wird die emittierte Fluoreszenz bei 
gleicher Anregungsintensität um ein Vielfaches erhöht. Die direkte Zunahme der 
Fluoreszenz wird nach jedem Amplifikations-Zyklus gemessen. Eine fortlaufende 
Messung des PCR-Produktes ermöglicht die exakte Mengenbestimmung in der 
linearen Phase der PCR-Reaktion. Dies führt zu wesentlich präziseren 
Ergebnissen bei der Quantifizierung als bei der Messung zum Ende der 
kompetitiven PCR. Der Fluoreszenzgewinn nach jedem Elongationsschritt spiegelt 
die Menge an cDNA in der PCR-Reaktion wieder. 
1µl der aus Gewebe oder Zelllinien synthetisierten cDNA wurde für die Real-
Time-PCR-Analysen zunächst 1:20 in Aqua dest. verdünnt und dann 2 μl in einer 
20-μl-PCR-Reaktion mit den entsprechenden Primern eingesetzt. Zur 
Normalisierung der eingesetzten RNA-Menge wurde bei jedem PCR-Lauf das 
Housekeeping-Gen Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
mitgeführt. Als Negativkontrolle wurde Aqua bidest. bei jeder Amplifikation 
mitgeführt. 
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Im Folgenden ist ein Standard-PCR-Ansatz aufgelistet: 
2 µl SYBR-Green Mix 
2,4 µl MgCl2 (25 mM) 
0,5 µl 5’-Primer (10pM) 
0,5 µl 3’-Primer (10pM) 
1-2 µl Template-DNA 
ad. 20 µl H2O (PCR-Grade) 
 
Initiale Denaturierung 95° C        10 Minuten 
Denaturierung 94°C    20 Sek. 
Anlagerungstemperatur 60°C    20 Sek                  40 Zyklen 
Elongation 72°C    20 Sek 
Schmelzkurvenbestimmung Variabel   etwa 10 Minuten 
 
Schmelzkurvenanalyse 
Im Anschluss an jede Amplifikation muss zur Verifizierung des spezifischen 
Produktes eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt werden. Neben der 
Amplifikation der Zielmoleküle kann es ebenfalls zur Bildung von 
Nebenprodukten, z.B. Primerdimeren, kommen. Da sich SYBR-Green an jeden 
doppelsträngigen DNA-Strang anlagert und somit zu einem Fluoreszenzanstieg 
führt, muss zunächst eine Software-basierte Kurvenanalyse erfolgen. Eine 
schrittweise Temperaturerhöhung führt zur Denaturierung der DNA-
Doppelstränge. Die Schmelzpunkttemperatur ist dabei abhängig von der 
Basenpaar-Länge und der Basenzusammensetzung des entsprechenden 
Fragmentes. Die resultierende Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet. Die 
Schmelzkurven ergeben sich aus der ersten Ableitung (dF/dT) der Funktion 
Fluoreszenzintensität (F) in Abhängigkeit von der Temperatur (T). Die jeweiligen 
Schmelztemperaturen ermöglichen die Unterscheidung zwischen spezifischen 
Produkten und Primerdimeren. Primerdimere schmelzen folgerichtig bei 
geringeren Temperaturen als die spezifischen Produkte. Zusätzlich kann das 
Produkt im Anschluss an die PCR auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt 
werden, um Aufschluss über die Reinheit des PCR-Produktes zu bekommen.  
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Analyse der relativen Expression 
Bei allen Systemen basiert die Quantifizierung der PCR auf der Berechnung des 
Schwellenwertes der Fluoreszenz, der auch Cycle-Threshold oder CT-Wert 
genannt wird. Er bezeichnet den PCR-Zyklus, bei dem die emittierte Fluoreszenz 
die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Am Anfang der PCR-Reaktion 
ist die Reporterfluoreszenz aufgrund der niedrigen Template-Konzentration in der 
Reaktionskapillare noch nicht hoch genug und normalerweise noch nicht 
detektierbar. Die Quantifizierung der DNA-Menge beruht auf der Kinetik der PCR-
Reaktion, also nicht auf absoluten Mengen. Zum Zeitpunkt des CT-Wertes ist die 
Amplifikation exponentiell und es gibt keine limitierenden Faktoren wie eine 
Enzyminaktivität, Primer oder Nukleotidmangel. Um die relative Expression 
bestimmen zu können, müssen drei Formeln angewandt werden. Mit der ersten 
Formel berechnet man den Unterschied an Thresholdzyklen für die Zielsequenz 
und die Referenz. Normalisiert wird dabei auf das House-Keeping-Gen GAPDH. 
1. Formel: 
Berechnung CT-Wert Differenz: ∆CT[z.B.Tumor/Normal] = ∆CT[Zielgen] - ∆CT[Referenz]  
2. Formel: 
Berechnung CT-Differenz (Tumor-&Normalzellen): ∆∆CT = ∆CT[Tumor] - ∆CT[Normal]  
3. Formel: 
Berechnung der relativen Expression (X-Fold): X-Fold = 2 ∆∆CT 
Der X-Fold gibt die x-fache Überexpression oder Unterexpression im Tumor im 
Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe an. 
 
2.6.7 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsäuren 
Eine geeignete Basenpaar-Leiter als Längenstandard und die entsprechenden 
DNA-Proben wurden mit ¼ Volumen Ladepuffer versetzt und, abhängig von der 
Fragmentgröße, auf ein 0,8-3% (je nach Fragmentgröße) Agarosegel 
aufgetragen. Als Laufpuffer diente ein 1xTBE-Puffer bei einer Spannung von 100 
Volt. Nach der Auftrennung wurde der Nachweis der DNA-Banden mit 
Ethidiumbromidfärbung erzielt. Das Gel liegt zunächst 5-20 Minuten in einer 
Lösung aus 0,5 µg/ml Ethidiumbromid, wobei die Ethidiumbromidmoleküle in die 
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dsDNA interkalieren und diese anfärben. Auf einem UV-Transilluminator sind die 
DNA-Moleküle als Banden im Anschluss bei 302 nm gut sichtbar (Ethidiumbromid 
kann alternativ auch direkt in das entsprechende Agarosegel pipettiert werden, 
solange dies 80°C nicht mehr übersteigt.). 
2.6.8 Expression Microarray Analyse 
Die Durchführung von Micro Array Expression Arrays erfolgte in vierfacher 
Ausführung je SFRP1-Modell (SFRP1-Plus und SFRP1-Minusklone). Zum Einsatz 
kamen Hochdurchsatz Array Genchips HT-HG-U133A der Firma Affymetrix. Die 
RNA Proben der SFRP1-Klone wurden nach Angaben des Herstellers in 
doppelsträngige DNA mittels Reverser Transkription umgeschrieben, im 
Anschluss biotinyliert und zuletzt zur Sondengröße fragmentiert. Initiale 
Datenanalysen erfolgten durch Verwendung der Software Dchip2007 (Li&Wong  
2003). Für das Proben-“Clustering” wurden Standard-Korrelationsanalysen 
durchgeführt um die Ähnlichkeit der Expressionsprofile zwischen den Proben zu 
bestimmen. Unter Verwendung web-basierter Software Anwendungen wie “Onto-
Express” sowie “Pathway-Express” (http://vortex.cs.wayne.edu/) wurden 
Signalweg-Profile auf der Basis von Gen Ontologie Analysen anhand der 
erhaltenen Daten abgeglichen (Khatri et al. 2006). 
2.6.9 Analyse der mRNA Expression 
Gesamt RNA wurde durch Verwendung von TRIzol Reagenz isoliert (Invitrogen, 
Carlsbad, CA). Hierzu wurde 1 µg jeder Probe mit dem Promega Reverse 
Transcription System revers transkribiert. Die resultierende cDNA wurde im 
Anschluss in Dreifachanalyse am BioRAD IQ5 Real-Time PCR System (BioRAD). 
Semi-qRT-PCR analysiert.  
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2.7 Biochemische Analysen 
2.7.1 Humane Brustkrebsproben 
Paraffin-eingebettetes Material: 
Primäres Brustkrebs Gewebe, sowie benigne Läsionen und gesundes 
Brustgewebe wurden chirurgisch entfernt und in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. 150 Tumorproben und Proben aus 44 gesunden Brustgeweben 
dienten als Basis für die Generierung eines „Tissue Micro Arrays“ (TMA). Hierzu 
wurden repräsentative Gewebe Zylinder mit einem Durchmesser von 0,6 mm in 
sieben neue Paraffin Blöcke transferiert (Bubendorf et al. 2001). Die formalin-
fixierten Gewebesegmente stammten aus den Archiven der Tumorbank des 
Institutes für Pathologie in Regensburg, Deutschland. Alle relevanten Patienten 
und Gewebedaten wurden anonymisiert für die Auswertung festgehalten. Für die 
Färbung eines TMAs mittels Immunhistochemie, wurde dieser auf Objektträgern 
fixiert (Instrumedics Inc., Hackensack, NJ). Klinische Parameter zu den 
Brustkrebsproben sind Tabelle 2.1 zu entnehmen. 
 
Kryo-konserviertes Material: 
Neben der Anwendung von Paraffin-eingebettetem Material für die Expressions-
Analyse von Proteinen mittels Tissue Micro Arrays, wurde ebenfalls kryo-
konserviertes Material für mRNA bzw. DNA-basierte Techniken wie Methyl-
spezifische PCRs oder Real-Time PCRs verwendet. Die insgesamt 128 klinischen 
Proben stammten aus klinischen Eingriffen, die am Universitätsklinikum in 
Aachen durchgeführt wurden. Eine Schockfrierung der Gewebeproben erfolgte 
unmittelbar nach dem operativen Eingriff in flüssigem Stickstoff. In 17 Fällen 
war, neben dem tumorösen Gewebe, ebenfalls ein gesundes Normalgewebe aus 
dem gleichen Patienten verfügbar. Die Proben wurden desweiteren einer 
optischen Kontrolle auf repräsentative epitheliale Gewebeanteile untersucht und 
nur dann für weiterführende Analysen verwendet, wenn der Epithelanteil in 
Tumorproben >70% war und in Normalgewebe >30%. Klinische Folgedaten 
waren in 98 Fällen verfügbar für einen medianen Zeitraum von 63 Monaten nach 
Resektion. Klinische Parameter sind Tabelle 2.2 zu entnehmen. 
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Tab 2.1:  
Klinikopathologische Parameter Formalin-fixierter 
Brustkrebsproben (N=150) 
Parameter Anzahl Prozentsatz 
Alter bei Diagnose 
<58 Jahre 83 55,3 
 58 Jahre 67 44,7 
Tumor Größe 
pT1 48 32,0 
pT2 71 47,3 
pT3 9 6,0 
pT4 201 13,3 
pTx 2 1,3 
Lymphknotenstatus 
pN0 67 44,7 
pN1 35 23,3 
pN2 25 16,7 
pN3 20 13,3 
pNx 3 2,0 
Histologischer Grad 
G1 13 8,7 
G2 70 46,7 
G3 66 44,0 
unbekannt 1 0,7 
Histologischer Typ   
Duktal 122 81,3 
Lobulär 12 18,0 
Andere 16 10,7 
Tumorfokalität   
Unifokal 130 86,7 
Multifokal 19 12,7 
Unbekannt 1 0,7 
Immunhistochemie:   
Östrogen-Rezeptor Status 
Negativ (IRSd2) 38 25,3 
Positiv  (IRS>2) 83 55,3 
unbekannt 29 19,3 
Progesteron-Rezeptor Status 
Negativ (IRSd2) 85 56,7 
Positiv  (IRS>2) 40 26,7 
unbekannt 25 16,7 
Her2 Status   
Negativ (DAKO 0-1+) 106 70,0 
Positiv (DAKO 2+-3+) 23 15,3 
unbekannt 22 14,7 
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Tab. 2.2:  
Klinikopathologische Parameter kryo-konservierter 
Brustkrebsproben (N=128) 
Parameter Anzahl Prozentsatz 
Alter bei Diagnose 
<58 Jahre 64 50,0 
 58 Jahre 64 50,0 
Tumor Größe 
pT1 44 34,4 
pT2 55 43,0 
pT3 6 4,7 
pT4 11 8,6 
pTx 12 9,4 
Lymphknotenstatus 
pN0 57 44,5 
pN1-3 51 39,8 
pNx 20 15,6 
Histologischer Grad 
Duktal 103 80,5 
Lobulär 15 11,7 
Andere 6 4,7 
unbekannt 4 3,1 
Immunhistochemie: 
Östrogen-Rezeptor Status 
Negativ (IRSd2) 33 25,8 
Positiv  (IRS>2) 85 66,4 
unbekannt 10 7,8 
Progesteron-Rezeptor Status 
Negativ (IRSd2) 33 25,8 
Positiv  (IRS>2) 85 66,4 
unbekannt 10 7,8 
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2.7.2  Extraktion und Konzentrationsbestimmung von Gesamtprotein aus  
humanen Zelllinien und Gewebeschnitten 
Zur Aufarbeitung wurde das Zell-Lysat kurz gemischt und im Anschluss mit 200 
µl Chloroform pro ml TRIZOL präzipitiert. Nach erneutem kurzen Mischen wurde 
das Lysat für fünf Minuten inkubiert und im Anschluß bei 16.000 g zentrifugiert. 
Die wässrige Phase wurde für die RNA-Aufreinigung in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und verwahrt. Die organische Phase wurde mit der eineinhalb-fachen 
Menge an Isopropanol pro ursprünglich eingesetztem TRIZOL präzipitiert und im 
Anschluß, nach zehn-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur, bei 12.000 g 
und 8°C für 10 Minuten pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
dreimalig in 2 ml (pro ml TRIZOL) 0,3 molarer Guanidin-Hydrochlorid Lösung in 
95%igem Ethanol gewaschen. Während jedes Waschschritts wurde für 20 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Guanidin-Hydrochlorid gewährleistet 
dabei, dass die Proteine keine Aggregate bilden und erleichtert somit die 
Waschschritte. Nach jedem Schritt wurde bei 7.500 g und 8°C pelettiert und 
zuletzt in 2 ml Ethanol für 20 Minuten resuspendiert. Nach Trocknung des Pellets 
unter 10 minütiger Vakuum-Zentrifugation wurde in 1% SDS-Lösung 
resuspendiert. 
 
2.7.3 Proteinkonzentrationsbestimmung 
20 µl des Lysats wurden für die Proteinbestimmung auf einer ELISA-Platte mit 10 
µl der im Proteinassay DC-Kit enthaltenen Lösung A (Alkalische Kupfertartrat 
Lösung) und 80 µl Lösung B (Folin Reagenz) vermischt. Die Messung der 
Extinktion erfolgte nach 20 Minuten bei 690 nm. Der Proteingehalt der zu 
untersuchenden Probe wurde über eine Standardverdünnungsreihe aus Albumin 
berechnet. 
 
2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von Proteinen mittels Gelelektrophorese wurde eine Mini-Twin-
Gel-Kammer mit einer Laufstrecke von 8 cm verwendet. 5µg/10µl Lysat wurden 
mit gleichem Volumen „Lämmlipuffer“ vermischt. Die Proben wurden daraufhin 
2. Material & Methoden 
 50
bei 90°C denaturiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C belassen. Nach 
30-minütiger Polymerisation des Trenngels und der Reinigung des zuvor mit 
Isobutanol überschichteten Gelrandes, wurde das Sammelgel gegossen. Nach 
erneuter 30 minütiger Polymerisation wurden die Proben mitsamt 10µg eines 
Protein-Standards in die Gel-Taschen pippettiert. Die Proteinauftrennung erfolgte 
in einem 1xLaufpuffer bei 100 Volt für etwa 1 Stunde.   
2.7.5 Western Blot 
Das Trenngel wurde im Anschluss an die Elektrophorese auf drei zuvor mit 
Blotpuffer benetzte Whatmanpapiere gelegt und darauf eine Nylon-Membran, die 
zuvor kurz in Methanol angefeuchtet und in Blotpuffer gespült worden war, 
aufgelegt. Es folgten weitere Lagen feuchten Whatmanpapiers. Das resultierende 
„Sandwich“ wurde mit der Gelseite zur Anode gerichtet in die Blotkammer 
eingespannt und für eine Stunde bei 100 Volt belassen. Zur vollständigen 
Übertragung der Proteine auf die Membran wurde eine einstündige Färbung des 
Gels mit 0,25% Coomassie-Blau durchgeführt. Die Entfärbung erfolgte zuletzt 
mit 50% Methanol und 10% Essigsäure. 
2.7.6 Immunodetektion 
Für die Detektion wurde die Membran über Nacht bei 4°C in Blockpuffer 
inkubiert. Es folgte eine einstündige Inkubation der Membran mit dem 
Primärantikörper und einer dreimaligen Waschung in PBS/0,1% Tween unter 
Schütteln. Im Anschluss wird die Membran für eine Stunde mit dem 
peroxidasegekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Nach drei erneuten 
Waschschritten in PBS/0,1% Tween wurden etwa 0,125 ml pro cm2 Membran 
ECL-Lösung 1 und ECL-Lösung 2 gemischt und auf die abgetropfte Membran 
aufgebracht. Die Proteindetektion erfolgte nach einstündiger Inkubation. 
2.7.7 Analyse der SFRP1 und EDN3 Expression in Gewebematerial 
mittels Immunhistochemie 
Zur Vorbehandlung histologischer Schnitte: Für Formalin-fixierte und in Paraffin 
eingebettete Gewebeschnitte ist es essentiell vor einer immunenzymatischen 
Färbung eine Deparaffinisierung und Rehydrierung durchzuführen um die 
Bindung des Antikörpers an das entsprechende Antigen im Gewebe zu 
gewährleisten. Hierzu werden die histologischen Schnitte mit den Objektträgern 
für 20 Minuten bei 75°C in den Trockenschrank gestellt. Nach 15-minütiger 
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Abkühlungszeit bei Raumtemperatur erfolgt die Deparaffinisierung in Xylol für 
zweimal fünf Minuten. In der absteigenden Alkoholreihe mit 2x 3 Minuten in 96% 
abs., 2x 3 Minuten in 70% Ethanol und 5 Minuten in H2Obidest werden die Schnitte 
zuletzt rehydriert.  
Für die Weiterbehandlung der zytologischen oder histologischen Präparate 
werden diese vor der Färbung zuerst einer Antigendemaskierung unterzogen. Es 
handelt sich dabei um eine Hitze-Vorbehandlung, die zu einer Permeabilisierung 
der Zellmembran führt. Bei histologischen Präparaten wird dieser Aufschluss 
außerdem durch die im Zuge der Formalinfixierung entstandenen 
Quervernetzungen von Proteinen erreicht. Das Antigendemaskierungsverfahren 
wurde in einer Mikrowelle in Citratpuffer bei pH 6,0 und 150 Watt Leistung für 45 
Minuten durchgeführt. Die Präparate wurden im Anschluss für 20 Minuten 
abgekühlt und für fünf Minuten in Wasch-Puffer inkubiert. Die Objektträger 
wurden in Chamber Slides eingespannt und für 5 Minuten mit 100 µl Peroxidase-
Blocking-Solution (DAKO Cytomation, Glostrup, Dänemark) benetzt um die 
endogene Peroxidase-Aktivität zu blockieren. Nach zweimaligem Waschen mit 
Waschpuffer, wurden auf jeden Objektträger 100µl Ziegen-Normalserum (DAKO)  
zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen gegeben.  
Nach 15 Minuten wurde erneut mit Waschpuffer gewaschen und die Präparate 
mit dem entsprechenden monoklonalen oder polyklonalen Primärantikörper 
versetzt (SFRP1 in Verdünnung 1:200 [1µg/µl] und EDN3 in Verdünnung 1:150) 
und für eine Stunde inkubiert. Die Antikörper wurden mit einem Antikörper-
Diluent (Antibody Diluent, DAKO) auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 
Nach zweimaligem Waschen mit Wasch-Puffer wurden die Präparate für eine 
halbe Stunde mit drei Tropfen des Sekundär-Antikörper-Systems EnVision (Ziege 
anti Maus/Kaninchen- Ig, HRP-konjugiert) versetzt. Die konstante Domäne des 
gebundenen Primärantikörpers wird dadurch detektiert. EnVision besteht aus 
einem Dextranpolymer, an das sowohl ein anti-Maus-Antikörper als auch ein 
anti-Kaninchen-Antikörper und zudem das Enzym Meerrettich-Peroxidase 
konjugiert sind. Nach Ablauf der Inkubationszeit des sekundären Antikörpers 
wurde erneut zweimalig mit Waschpuffer gewaschen bevor das Substrat 
Chromogen DAB (Diaminobenzidin, DAKO) in einer 1:50 Verdünnung 
hinzugegeben wurde. Das Chromogen DAB wird von der gebundenen 
Meerrettich-Peroxidase zur Bildung eines löslichen Substrats verwendet, das als 
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braune Färbung die Bindung des spezifischen Antikörpers nachweist. Vor der 
Färbung der Präparate wurden sie erneut in Aqua dest. gespült und zwei Minuten 
in ein Hämatoxylin-Bad zur Gegenfärbung gegeben. Die Präparate wurden mit 
Vitroclud haltbar gemacht. 
An Proteine gebundene Antikörper, die mit DAB-Substrat nachgewiesen wurden, 
zeigen in den Zellen braune Präzipitate. Negative Zellen oder Gewebe zeigten 
hingegen nur eine konstant blaue Gegenfärbung der Zellstrukturen. Die 
Auswertung der immunhistochemischen Färbungen erfolgte nach Positivität im 
Bindegewebe und im Epithel. Hierbei wurden verschiedene Zelltypen 
berücksichtigt. 
2.7.8 Auswertung von Zellmonolayern mittels Elektronenmikroskopie 
Stabil transfizierte SFRP1 defiziente Zellen wurden auf präparierten Chamber 
Slides kultiviert, bis sie einen konfluenten Monolayer auf dem 
Objektträgeruntergrund bildeten. Im Anschluss erfolgte die Einbettung und das 
Schneiden der Zellen in 0,2µm Schnitte. Unter dem Elektronmikroskop sollten 
Unterschiede am Phänotyp der Zelle insbesondere im Hinblick auf Veränderungen 
der Zell-Zell-Kontakte (Desmosomen, Tight junctions) untersucht werden. 
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3. Resultate 
3.1 Deskriptive Merkmale eines SFRP1 Expressionsverlustes in 
diversen  Tumorentitäten 
3.1.1 SFRP1 geht in einer Vielzahl von malignen Tumoren verloren 
SFRP1 stellt neben EDN3 eines von etwa 300 Kandidatengenen dar, welche zuvor 
durch Anwendung bioinformatischer Ansätze sowie DNA-Array-basierter 
Expressionsanalysen identifiziert wurden. Diese Gene zeigten eine signifikant 
differentielle Expression zwischen Mammakarzinomen und den entsprechenden 
Mamma-Normalgeweben (Dahl et al. 2005; Dahl et al. 2006). Diese initialen 
Expressionsstudien haben gezeigt, dass der WNT-Signaltransduktionsweg, der 
eine elementare Bedeutung in der Embryogenese von Organismen darstellt, im 
humanen Mammakarzinom hochgradig dereguliert vorliegt. Besonders auffällig 
war hier ein fast vollständiger Verlust der SFRP1-Genexpression beim 
Mammakarzinom, Kolonkarzinom, Nierenkarzinom sowie malignen 
Veränderungen des Endometriums/Uterus sowie einer Vielzahl weiterer 
Tumorentitäten. Diese Array-basierten Expressionsdaten wurden zunächst auf 
RNA-Ebene durch Echtzeit-PCR- und cDNA Dot Blot-Analysen bestätigt. 
Abbildung 3.1 zeigt die Ergebnisse eines cDNA-Dot-Blots (Clontech cancer 
profiling array), der mit SFRP1-spezifischen Sonden bereits vor Beginn der 
vorliegenden Dissertation im Universitätsklinikum in Aachen hybridisiert wurde 
und im Rahmen dieser Arbeit densitometrisch ausgewertet wurde. Als 
differentiell exprimiert wurden Tumorproben gewertet, die mindestens einen 5-
fachen Expressionsunterschied aufwiesen. Die Analyse umfasste 494 cDNAs aus 
241 Primärtumoren und 241 korrespondierenden „Normal“-Geweben sowie 12 
cDNAs aus Metastasen. Insgesamt wurden 13 unterschiedliche Tumorentitäten 
auf eine differentielle mRNA Expression hin untersucht. Eine deutliche 
Deregulation von SFRP1-mRNA konnte in 89% aller Nierenkarzinomen 
(überwiegend klarzellige Nierenkarzinome) sowie 70% aller Mammakarzinome 
nachgewiesen werden. Aber auch in Uterus/Endometrium und Kolonkarzinomen 
war eine differentielle Expression stark ausgeprägt. Interessanterweise war ein 
SFRP1-Expressionsverlust in Krebs-Vorläuferstadien der/des Uterus/ 
Endometriums aber auch des gutartigen Onkozytoms der Niere nicht erkennbar. 
Die entsprechenden Gewebe, auf die diese Charakteristiken zutrafen sind in 
Abbildung 3.1 schwarz umrandet. In sehr frühen malignen Tumorstadien jedoch 
ist ein SFRP1-Verlust schon deutlich erkennbar. In Proben, die aus Metastasen 
3. Resultate 
 54
generiert wurden ist SFRP1-mRNA kaum noch nachweisbar (mit Pfeilen in Abb. 
3.1 gekennzeichnet).   
 
Abb. 3.1: Nachweis SFRP1-defizienter humaner Tumore. Expressionsprofile sind 
mit Hilfe eines Clontech Cancer Profiling Arrays dargestellt, der aus 241 
Primärtumorproben (T) sowie komplementären 241 Normalgewebsproben (N) 
generiert wurde. Gewebe aus Metastasen sind mit Pfeilen () markiert. In 
benignen Geweben waren im Vergleich zu korrespondierenden Normalgeweben 
keine Expressionsunterschiede erkennbar (schwarz umrandet  ). 
 
Nach der Herstellung eines SFRP1 spezifischen Antikörpers (Eurogentec) konnte 
dieser Befund auch auf Proteinebene mittels eines Tissue Microarrays an 3448 
Tumoren unter anderem im Mammakarzinom (Tab. 3.1), Nierenkarzinom als 
auch beim Kolonkarzinom, Pankreas und Magenkarzinom verifiziert werden. 
Einige repräsentative Gewebe sind in Abb. 3.2 dargestellt. Es zeigte sich, dass 
SFRP1 schon sehr früh im Krankheitsprozess inaktiviert wird: Beim 
Mammakarzinom beispielsweise geht SFRP1 vermutlich bereits im duktalen 
Carcinoma in-situ, einer Vorstufe des invasiven duktalen Mammakarzinoms 
(IDC), mit vergleichbaren Verlustraten von SFRP1 (ca. 70%) wie beim IDC 
verloren. Der präzise Zeitpunkt des SFRP1-Verlusts in der Tumorgenese des 
Mammakarzinoms ist noch unbekannt jedoch deuten viele Untersuchungen 
darauf hin, dass dieses Ereignis schon früh in der Pathogenese auftritt, noch vor 
dem Stadium des duktalen carcinoma in situ (DCIS). In Abbildung 3.2 sind 
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unterschiedliche Tumorentitäten mit korrespondierendem Normalgewebe 
dargestellt, die an der Universität Regensburg mit SFRP1-spezifischen 
Antikörpern gefärbt wurden und am Universitätsklinikum in Aachen ausgewertet 
wurden. Abbildung A, C, E, G zeigen jeweils SFRP1-Protein in gesunden Geweben 
des Pankreas, Dünndarms, Magens und des Hoden. Abbildung B, D, F und H 
zeigt SFRP1-Protein in den korrespondierenden Tumorgeweben. 
 
Abb. 3.2: Repräsentative Resultate der SFRP1-Immunhistochemie anhand eines 
Tissue Micro Arrays aus 3.448 Tumorgeweben sowie 255 Normalgeweben 
veranschaulicht einen ausgeprägten Verlust von SFRP1-Protein in 
Tumorgeweben: (A&B) Pankreas Gewebe: Gesundes Pankreas Gewebe (A) und 
Pankreas-Adenokarzinom (B). (C&D): Dünndarm: Gesundes Ileum-Gewebe des 
Dünndarms (C) im Gegensatz zum Adenokarzinom (D). (E&F): Magen: Gesundes 
Gewebe aus der Korpus-Region des Magens versus intestinalem Adenokarzinom 
des Magens. (G&H): Hoden: Normalgewebe mit starker Expression in Leydig 
Zellen (G) versus komplettem SFRP1 Verlust im Seminoma des Hodens (H). 
 
Tab. 3.1: SFRP1 Protein Verlust beim Mammakarzinom unterteilt nach 
histologischem Befund und SFRP1 Expressionsstärke. 
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3.1.2 SFRP1-defiziente Brustkrebszelllinien basal-epithelialen Ursprungs 
stellen hoch-invasive Zelllinien dar 
Die Ursache eines SFRP1-Verlusts im Mammakarzinom war bisher unbekannt. 
Veeck et al. konnten 2006 für das Mammakarzinom zeigen, dass epigenetische 
Mechanismen der Gen-Inaktivierung, im konkreten Fall eine Hypermethylierung 
des SFRP1 Promotors maßgeblich für die Inaktivierung der Genexpression 
verantwortlich zu sein scheint. 2007 konnte dies im Rahmen dieser Arbeit 
ebenfalls als dominierender Mechanismus am Nierenkarzinom gezeigt werden. 
Für eine Rolle von SFRP1 als Tumorsuppressorgen in der frühen 
Brustkrebsentwicklung spricht dabei, dass insbesondere bei Patienten mit 
kleinen, niedrig-gradigen Tumoren eine Korrelation von SFRP1-
Expressionsverlust und verschlechtertem Gesamtüberleben nachweisbar ist 
(Klopocki et al., 2004). Multivariate Cox-Regressionsanalysen belegen, dass die 
SFRP1 Promotormethylierung einen unabhängigen, prognostischen Marker des 
Mammakarzinoms darstellt, welcher ein verkürztes Gesamtüberleben der 
Patientin anzeigt (Veeck et al., 2006).  
In Real-Time PCR Analysen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
insbesondere bei Mammakarzinomen des basal-epithelialen Typs ein SFRP1 
Verlust zwischen „normalen“ Zelllinien und Krebs-Zelllinien nachweisbar ist. 
Während in den nicht-malignen Zelllinien HMEC, MCF10A und MCF12A SFRP1 
noch deutlich nachweisbar ist, so zeigt bereits die schwach invasive Zelllinie 
MDA-MB-157 nur noch halb so starke Expression an SFRP1. In stark invasiven 
Zelllinien wie MDA-MB549 sowie MDA-MB231 hingegen ist eine SFRP1-mRNA 
Expression nicht bzw. kaum noch nachweisbar (Abb. 3.3 oben links). In malignen 
Zellen luminalen Ursprungs zeigte sich ebenfalls ein annähernd vollständiger 
Verlust der SFRP1-Expression. Hier standen keine korrespondierenden 
„Normalzelllinien“ zur Verfügung. Methylierungsanalysen mittels methylierungs-
spezifischer PCR des SFRP1 Genpromoters belegten jedoch, dass SFRP1 aufgrund 
von DNA Hypermethylierung die Expression des Gens in malignen Zelllinien 
annähernd vollständig unterdrückt (Abb. 3.3 unten).  
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Abb.3.3: SFRP1 geht in basal epithelialen Zelllinien verloren (oben). Dies liegt 
begründet in einer Hypermethylierung des SFRP1 Genpromoters (unten). „U“ 
steht dabei für PCR Produkte aus einer unmethylierten DNA-Sequenz im 
Promoter, während „M“ für das methylierte Äquivalent steht. 
 
Welche Wirkungsverhältnisse aus einem pathologischen SFRP1-Verlust in der 
Zelle resultieren ist bisher jedoch weitestgehend unverstanden. So weiß man, 
dass der kanonische WNT-Signalweg über eine Akkumulation von β-Catenin im 
Zellkern konstitutiv aktiviert bleibt. Jedoch gibt es Hinweise, dass weitere 
Signalwege für die Vielzahl an beobachteten Phänotypen verantwortlich sein 
könnten.  
Um dieser Fragestellung nachgehen zu können, wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit unter anderem zwei Zellkultur-Modelle generiert, an denen 
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zum einen artifiziell ein Wirkverlust von SFRP1 in „gesunden“ Zellen simuliert 
wurde und zum anderen an einer weiteren Krebszelllinie die Expression von 
SFRP1 wieder hergestellt wurde. Anhand dieser Zellen konnten daraufhin 
detailliert Veränderungen auf genomischer und proteomischer Ebene 
charakterisiert werden. Entsprechende onkogene Zielgene der SFRP1-Wirkung 
sollten daraufhin auf Tauglichkeit als sogenannte „Drug Targets“ untersucht 
werden, die unter Umständen durch Antikörper oder niedermolekulare 
Substanzen inhibiert werden könnten. 
 
3.2 Generierung von SFRP1-überexprimierenden und SFRP1-
defizienten Zellklonen 
3.2.1 Screening von geeigneten Zelllinien 
Zunächst wurde ein Screening nach geeigneten Zelllinien unternommen, die zum 
einen SFRP1 in hohem Maße exprimieren, sowie nach Zellen, die endogen kein 
SFRP1 mehr exprimieren. In Real-Time PCR Analysen konnte der SFRP1 Verlust 
bereits in Abb. 3.3 quantifiziert werden. Zur Bestätigung des Proteinverlustes 
wurde ein Western Blot mit Zelllysaten aus ausgewählten Zelllinien aus Abb. 3.3 
durchgeführt. So gelang es, SFRP1 in ausreichenden Mengen in MCF-10A 
Zelllinien nachzuweisen. In Zelllinien, die aus malignen Tumoren generiert 
wurden, war insbesondere bei der Zelllinie SK-BR-3 SFRP1 als Protein nicht mehr 
nachweisbar (s. Abb. 3.4). Sowohl MCF-10A als auch SK-BR-3 Zellen wurden 
daher für weitergehende Gen-Silencing und Überexpressions-Analysen kultiviert. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4: Western Blot Analyse aus Zelllinen-Lysaten zweier basal-epithelialen 
Zelllinien MCF-10A sowie BT-20 und drei Brustkrebszelllinien MCF-7, ZR-751 und 
SK-BR-3 luminal-epithelialem Ursprungs (** selektiert für weitere Versuche). 
3. Resultate 
 59
Anhand der zwei ausgesuchten Zelllinien wurden unterschiedliche Ereignisse in 
der Zelle untersucht. Zum einen: Was passiert mit dem Phänotyp der Zelle, wenn 
die SFRP1 Funktion in gesunden Zellen inaktiviert wird? Und zum anderen, was 
passiert, wenn die SFRP1 Funktion in einer Krebszelllinie wiederhergestellt wird. 
Ein Schema des Vorgehens ist in Abb. 3.5 veranschaulicht. Ein großer Vorteil 
dieser Methodik ist dabei, dass man in zwei unterschiedlichen Zellmodellen 
gemeinsame Signalwegscharakteristiken  untersuchen kann. Ein Nachteil ist 
sicherlich, dass eine Krebszelllinie neben Unterschieden in der Gewebeherkunft 
(basal versus luminal) vom Ursprung aus bereits eine Vielzahl von Gendefekten 
aufweisen kann und somit unter Umständen nicht die genetischen 
Charakteristiken anderer „normalen“ Zellen reflektieren muss. In den folgenden 
Untersuchungen wurden insbesondere die Gemeinsamkeiten beider Zellmodelle 
ausgearbeitet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Vorgehensweise in den zwei zu 
untersuchenden Zelllinien. 
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3.2.2 Auswirkungen des SFRP1-Verlustes in basal-epithelialen Zellen 
Stilllegung (Silencing) der SFRP1 Expression in MCF-10A Zellen basal-epithelialen 
Ursprungs: 
MCF10A Zellen stellen eine Zelllinie dar, die aus benignem Brustgewebe generiert 
wurde. Sie weist einen intakten kanonischen, sowie einen intakten nicht-
kanonischen WNT-Signalweg auf (Gauger et al., 2009). In initialen Real-Time 
PCR- sowie Western Blot Analysen konnte bereits gezeigt werden, dass MCF10A 
SFRP1 in ausreichendem Maße exprimiert um es in Zellkultur artifiziell so stark 
zu inhibieren, dass SFRP1 auf intrazelluläre mRNA Spiegel zu senken ist, die 
äquivalent zu denen sind, die in Brustkrebszelllinien detektiert werden. Anhand 
der generierten Zelllinie wurde in späteren Analysen dann untersucht, welche 
Gene in diesen Zellen auf einen SFRP1 Verlust hin dereguliert werden. Zusätzlich 
sollte untersucht werden welchen Signalwegen diese Zielgene angehören und zu 
guter letzt, ob es sich bei diesen Genen um potentielle gewebespezifische 
Zielstrukturen für Antikörper oder andere niedermolekulare Substanzen handelt.  
Nach Ableitung SFRP1-spezifischer siRNAs konnte die Expression des SFRP1-
Gens in MCF10A-Zellen mittels gen-spezifischer RNA Interferenz  (Abb. 3.6 A+B) 
sehr effektiv abgeschaltet werden. So zeigte sich in der Transfektionskontrolle 
mit Alexa-Fluor 488 gekoppelten Kontroll-siRNAs eine sehr effiziente Aufnahme 
der siRNA-Moleküle mittels Lipofektion (Abb. 3.7A). Der „knock-down“ der 
SFRP1-RNA betrug nach 96h und 144h zwischen 80 und 90% (Abb. 3.6A). Auf 
der Proteinebene war der SFRP1 Knock-down erst nach 96h bzw. 144h 
Inkubation mit SFRP1 siRNA detektierbar (Abb. 3.7B) und betrug dann etwa 
90%. Für die DNA-Array Expressionsanalysen wurden daher im weiteren Verlauf 
der Arbeit nur MCF10A-Zellen der Inkubationszeiten 96h und 144h mit 0h bzw. 
negativ siRNA (scrambled Oligos) verglichen. Abb. 3.7C verdeutlicht jedoch per 
Immunzytofluoreszenz direkt an der Zelle, dass die Stärke der SFRP1 Protein-
Expressions bereits nach 72 Stunden Inkubation beginnt abzunehmen. 
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Abb. 3.6: Quantifikation des SFRP1 Verlustes in Real-Time PCR-Analyse. Bereits 
48 h nach initialer Transfektion ist eine mehr als 3-fache Abregulation des 
Zielgens (SFRP1 siRNA) im Vergleich zur Negativkontrolle (Neg.siRNA) erreicht 
(A). Die Probenauftrage-Menge wurde mittels des „Housekeeping“-Gens GAPDH 
kontrolliert und lag bei allen Proben gleich vor, während die Amplifikationskurven 
für SFRP1 eine deutliche Verschiebung der CT-Werte nach rechts zeigten (B). 
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Abb. 3.7: „Knock-down“ der SFRP1-Expression mittels siRNA-induzierter RNA-
Interferenz. (A) Die Transfektionskontrolle mit Fluorenszenz-markierten siRNA-
Molekülen zeigt, dass diese effizient in die Zielzellen (MCF10A) aufgenommen 
werden. (B) Die Suppression des SFRP1-Gens konnte durch wiederholte 
Transfektion der MCF10A-Zellen über eine Woche im zweitägigen Rhytmus 
konstant gehalten werden. Nach 144 Stunden war nach Western Blot Analysen 
die SFRP1-Protein Konzentration um ein Vielfaches der ursprünglichen Expression 
abgesunken. (C) Ein initialer Knockdown von SFRP1-Protein war jedoch bereits 
nach 72h in Immunzytochemie-Analysen im Zytoplasma detektierbar.  
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3.2.3 Auswirkungen des SFRP1-Verlustes in luminal-epithelialen Zellen 
Forcierte Überexpression von SFRP1 in SK-BR-3 Brustkrebs-Zelllinien luminal-
epithelialen Ursprungs: 
In einem zweiten in vitro Kulturmodell sollte in einer ansonsten SFRP1-negativen 
Brustkrebszelllinie, SFRP1 forciert und stabil überexprimiert werden. Anhand 
dieses Zellmodells sollte untersucht werden, welche Vorgänge in der Zelle 
stattfinden, wenn die SFRP1-Expression in einer Krebszelle wiederhergestellt 
wird. 
Die SK-BR-3 Zelllinie stellt eine aus malignem Tumorgewebe generierte stabile 
Krebszelllinie dar. Sie exprimiert endogen gar kein SFRP1 mehr und bietet somit 
ein geeignetes Modell für Reexpressions-Experimente. Nachteil der Wahl dieser 
Zellinie ist, dass sie im Gegensatz zu MCF-10A Zellen eine Krebszelllinie 
luminalen Ursprungs darstellt. In Real-Time- sowie Western Blot Analysen sollte 
jedoch zunächst gezeigt werden, dass SFRP1 in malignen Zelllinien wieder 
künstlich auf intrazelluläre mRNA Spiegel angehoben werden kann, wie sie in 
gesunden Zellen, hier: MCF-10A, gefunden wird. Anhand von DNA-Array 
Analysen sollte in darauf folgenden Analysen untersucht werden, inwieweit der 
maligne Zellphänotyp unter Umständen revertiert werden kann. 
Zunächst wurden SKBR3-Brustkrebszellen mit einem SFRP1-Gen tragenden 
Plasmid unter Kontrolle eines CMV-Promotors transfiziert und stabile Klone 
selektiert. Durch Verwendung des Selektivums Blasticidin konnte sicher gestellt 
werden, dass es sich bei den zu untersuchenden Zellen ausschließlich um Zellen 
handelt, die das SFRP1-Gen tragende Plasmid auch aufgenommen haben. 
Wie in Abb. 3.8 zu sehen ist gelang es, die SFRP1 Expression in Krebszellen 
wieder zu „reaktivieren“ und auf einen Expressionsspiegel zu bringen, der 
äquivalent zur SFRP1 Expression in einer gesunden Brustzelle ist (in diesem Fall 
MCF10A). Dies entsprach einer bis zu 90.000-fachen Expressionssteigerung in 
der Krebszelllinie, je nach ausgewähltem Klon. 
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Abb. 3.8: (A) Stabile Expression des SFRP1-Gens in SKBR3-Brustkrebszellen, die 
SFRP1 endogen (siehe Leerklone) nicht exprimieren. (B) Trotz einer annähernd 
gleichen Beladungsmenge von cDNA in die Real Time PCR für alle Krebs- und 
Normal-Zelllinien (GAPDH) zeigte sich eine eindeutige Verschiebung der CT-
Werte für SFRP1 zwischen Vollklonen (linke SFRP1-Kurven) und Leerklonen 
(rechte SFRP1 Kurven).  
 
In einem weiteren Ansatz wurde kontrolliert, ob SFRP1 Peptid (in der Form der 
Sequenz, die in den Plasmid-Vektor integriert wurde) auch tatsächlich translatiert 
wird und aus der Zelle ausgeschleust wird. Hierzu wurde die SFRP1-Gensequenz 
zwischen eine Kappa-Leader Immunglobulin Erkennungssequenz und eine eGFP 
Sequenz integriert (Abb. 3.9 oben). Erstere sorgt für das Ausschleusen des 
fertigen Proteins (sofern es translatiert wird) und letzteres verursacht unter 
einem Fluoreszenzmikroskop grüne Fluoreszenz. Somit konnte gewährleistet 
werden, dass das für die stabile SFRP1 Expression in Brustkrebszelllinien 
verwendete Konstrukt erfolgreich translatiert und ausgeschleust wird (Abb. 3.9 
unten). Beide Zellmodelle wurden im Anschluss per Affymetrix U133 Plus 2.0 
DNA Array auf differentielle Genexpression und Signalwegszugehörigkeit hin 
untersucht und funktionell in Zellkultur auf Veränderungen am Phänotyp der 
Zelle charakterisiert. 
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Abb. 3.9. Die kodierende Sequenz für SFRP1 wurde in einen Expressionsvektor 
unter Verwendung der Restriktionsenzyme NotI und SfiI integriert (oben) und 
das fertige Konstrukt in die Brustkrebs-Zelllinie SK-BR-3 transfiziert. Die 
Abbildung unten verdeutlicht wie SFRP1 Protein (grün fluoreszierend) außerhalb 
des Zellnukleus (blau fluoreszierend) im Zytoplasma am Golgi-Apparat der Zelle 
in Vesikel gepackt und an die Zellmembran transportiert wird, wo es letztendlich 
aus der Zelle ausknospen kann und sekretiert wird (unten).  
 
 
SFRP1 
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3.3 DNA Micro Array Analysen SFRP1-assoziierter Zielgene anhand 
der generierten Zellmodelle 
3.3.1 Gen-Ontologie Analyse SFRP1-assoziierter Signalwege  
Die eingesetzten Affymetrix U133 Plus 2.0 Arrays enthalten 54.675 „Probesets“ 
für ca. 40.000 Transkripte und bildeten somit das komplette humane Genom ab. 
Die Auswertung der Arrays erfolgte mit der Software Dchip in der Version 
04/2007 (Li & Wong, 2003). Es wurden jeweils 8 SFRP1-defiziente als auch 
SFRP1-überexprimierende Transfektanten (jeweils vier aus beiden Zellmodellen) 
hinsichtlich ihres gesamten Expressionsverhaltens verglichen.  
Aus insgesamt fast 40.000 Genen wurden im SK-BR-3 Zellmodell 1.113 
deregulierte Sonden/Gene identifiziert, die im Vergleich zum Ausgangszustand 
durch den Wegfall der SFRP1-Funktion mehr als 1,5-mal so stark aktiviert oder 
inhibiert werden. Im MCF-10A Modell waren es mit 236 Sonden/Genen 
bedeutend weniger. Da es Inhibitoren und Aktivatoren von Signalwegen gibt, 
kann man jedoch nicht pauschalisieren, dass aufgrund einer vermehrten 
Aktivierung von Genen eines Signalweges, dieser auch aktiviert wird. Werden 
beispielsweise vermehrt Inhibitoren eines Signalweges aktiviert, so kommt es im 
Endeffekt zu einer Inhibiton des zugehörigen Signalweges trotz einer vermehrten 
Aktivierung spezifischer Gene. Daher wurde zunächst untersucht, welche Gene 
der zugehörigen Signalwege allgemein dereguliert (also auf- oder abreguliert 
vorliegen). Im Anschluss wurden charakteristische Gene dieser Signalwege näher 
hinsichtlich einer Aktivierung oder Inhibition untersucht. 
Signalwege, die auf einen SFRP1 Funktionsverlust hin signifikant dereguliert 
vorlagen, wurden mit Hilfe der Software OntoTools sortiert und aufgelistet 
(http://vortex.cs.wayne.edu/ontoexpress) (Abb. 3.10) (Khatri et al., 2006). Als 
„Input Genes / Pathway Genes“ (erste Spalte) wird bei der Auswertung die 
Anzahl an deregulierten Genen eines Signalweges angegeben. Die ermittelten p-
Werte (zweite, dritte und vierte Spalte) erlauben darüberhinaus Aussagen über 
die Wahrscheinlichkeit, dass bestimmte Zielgene eines Signalweges zufällig in 
einer Liste deregulierter Gene auftauchen. So gibt es Gene, die in Zellen 
beispielsweise ständig auf- und abreguliert werden ohne durch den Einfluss von 
äußeren Ereignissen beeinflusst zu werden. Liegt insbesondere der korrigierte p-
Wert (vierte Spalte) unterhalb des statistischen Signifikanzniveaus von p<0,05, 
so ist sehr unwahrscheinlich, dass es sich um ein zufälliges Ergebnis handelt. Der 
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Pathway Impact Faktor (fünfte Spalte) wird dazu verwendet um ein Wichtigkeits-
„Ranking“ der einzelnen Signalwege zu erstellen bevor das Ergebnis durch den 
Computer an den Benutzer zurückgegeben wird. Liegen z.B. in einem Signalweg 
nur drei von 60 Genen differentiell reguliert vor, so kann dies aufgrund der 
geringen Anzahl an Genen ein zufälliges Ereignis darstellen. Der zugehörige 
statistische p-Wert läge in diesem Fall deutlich über 0,05. Handelt es sich jedoch 
bei diesen drei Genen um zwei Transmembranrezeptoren und ihren 
korrespondierenden Liganden so wird der Pathway Impact Factor dramatisch 
erhöht.  
In Abb. 3.10 sind für beide Zellmodelle deregulierte Signalwege aufgelistet. Die 
Einordnung erfolgte nach dem Anteil an deregulierten Genen pro Signalweg. Für 
die weiteren Analysen wurden aus diesen Listen jedoch 20 Signalwege extrahiert, 
die den folgenden Charakteristiken entsprachen:  
In mindestens einem Zellmodell eine signifikante Assoziation des 
Signalweges mit SFRP1 mit einem p-Wert < 0,05 
Die ersten fünf Signalwege mit den häufigsten deregulierten Genen 
Die entsprechende Tabelle ist als Tab. 3.1 dargestellt. 
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Abb. 3.10: Liste von Signalwegen, die unterschiedlich stark mit einer SFRP1 Funktion 
assoziiert sind. Im oberen Abschnitt sind Signalwege des SK-BR-3 Screens und im 
unteren die des MCF-10A Screens dargestellt. 
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Tab. 3.1: 20 SFRP1-assoziierte Signalwege wurden aus den Rohtabellen in Abb. 
3.10 extrahiert, die p-Werte bis zur ersten Zahl nach dem Komma wurden 
gerundet und aufgelistet. Die grau unterlegten Signalwege zeigten, mit 
Ausnahme des kanonischen Wnt-Signalweges, eine  Deregulation in beiden 
Zellmodellen mit einer Signifikanzgrenze von p=0,1 oder darunter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei Betrachtung von Tabelle 3.1 fällt auf, dass insbesondere Signalwege 
signifikant dereguliert vorliegen, die das Zell-Zellgefüge beeinflussen wie z.B. 
ECM Rezeptor Interaktionen, fokale Adhäsion (diese Signalwege beeinflussen die 
Interaktion der Zelle mit der Extrazellulärmatrix) und Zelladhäsionsmoleküle 
(diese Moleküle beeinflussen positiv die Festigkeit des Zell-Zell-Kontaktes der 
Epithelzellen untereinander). Eine weitere Gruppe von Signalwegen 
beeinträchtigt die Ausschüttung proinflammatorischer Signale. Dazu gehören 
unter anderem T-Zell Rezeptor Interaktionen sowie Cytokin-Cytokin Rezeptor 
Interaktionen als auch Reifungsprozesse hämatopoetischer Zellen. Diese 
Signalwege werden anscheinend durch SFRP1 deutlich beeinflusst. Eine dritte 
Gruppe, bestehend aus MAPK-Signalweg und WNT-Signalweg, steuert u.a.  
Zellzyklus- und Proliferationsprozesse. Der kanonische WNT-Signalweg schien 
nur in MCF-10-A Zellen signifikant dereguliert zu werden. Eine Ursache hierfür 
könnte unter anderem darin begründet liegen, dass bei SK-BR-3 Brustkrebszellen 
ein Defekt im -Catenin Protein, dem Schlüsselgen des kanonischen Signalweges, 
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dazu führt, dass eine Signalweiterleitung in den Zellkern nicht stattfinden kann 
und somit eine Vielzahl von Zielgenen dieses Signalwegzweiges in diesen Zellen 
nicht aktiviert werden kann (Orford et al., 1997; So Young et al., 2010). Da 
SFRP1 ebenfalls diesem Signalweg zugeordnet wird, wurden Zielgene dieses 
Signalweges ebenfalls in den weiteren Analysen berücksichtigt. 
Um letztendlich der Frage nachgehen zu können, ob die jeweiligen Gene der 
ausgewählten Signalwege überwiegend aktiviert oder überwiegend inhibiert 
werden, wurden analog zu Abb. 3.10 die Gene aufgelistet die durch SFRP1 
aktiviert werden und die Gene, die durch SFRP1 vermehrt inhibiert werden. 
Anhand dieser Liste wurden Pathway Impact Faktoren ermittelt und diese in Abb. 
3.11 dargestellt. 
Abb.3.11: Die folgenden Signalwege werden signifikant durch die SFRP1 
Einwirkung überwiegend positiv (Balken nach links) oder negativ (Balken nach 
rechts) in SK-BR-3 Zellen beeinflusst.  
 
Die Resultate dieser Auswertungen zeigen in dieser Darstellung, dass Gene der 
ersten zehn aufgelisteten Signalwege im Trend unter SFRP1-Wirkung mehr 
inhibierte Zielgene aufweisen als aktivierte. Insbesondere Signalwege der ECM 
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Rezeptor Interaktion und Cytokin Cytokin Rezeptor Interaktion zeigten diese 
Charakteristik. Neben letztgenanntem befanden sich außerdem noch weitere 
Signalwege in der Liste signifikant mit einer SFRP1-Funktion assoziierter 
Signalwege, die mit Entzündungsprozessen verbunden werden so z.B. dem 
Komplement- & Koagulations Signalweg sowie T-Zell Rezeptor Interaktionen als 
auch Gene, die Prozesse bei der Reifung hämatopoetischer Zellen steuern. 
Desweiteren werden unter Typ I Diabetis melitus laut KEGG Signalweg-
Datenbank ebenfalls Gene zusammengefasst, die bei der MHC-
Antigenpräsentation auf der Zelloberfläche eine Schlüsselrolle spielen. 
Etwas heterogener fiel das Expressionsprofil bei MAPK-, Hedghog und WNT-
Signalweg aus. Wobei die ersten beiden laut der KEGG-Signalwegs Datenbank 
letzteren selbst aktivieren können. In allen drei Signalwegen wurde eine 
signifikante Anzahl an deregulierten Genen detektiert, jedoch ließ sich hier 
explizit keine eindeutige Tendenz ablesen hinsichtlich einer vermehrten 
Aktivierung oder Inhibition von Genen. Interessanterweise steuern alle drei 
Signalwege direkt und indirekt neben spezifischen Zielgene des Zellzyklus auch 
die Fokale Adhäsion der Zelle, deren KEGG Signalwegsmodell ebenfalls in der 
Liste der signifikant deregulierten Pathways erfasst wurde.  
In den unteren zehn Signalwegsmodellen überwog hingegen generell der Anteil 
an aktivierten Zielgenen. Insbesondere Zell-Adhäsions-Moleküle wurden in 
beiden Zellmodellen mehr aktiviert als inhibiert, was für eine verstärkte Zell-Zell 
Adhäsion sprechen könnte. So kodiert die Art von Genen für eine Art von 
Haftproteinen, die die Zellen, insbesondere Epithelzellen „aneinanderkettet“.  
In den übrigen aufgelisteten Signalwegsmodellen, ließ sich zunächst keine 
Tendenz ablesen. Da diese Auswertungen jedoch noch keine Aussagen 
hinsichtlich einer vermehrten Deregulation von Signalweg-Aktivatoren oder –
Inhibitoren zulässt sollten im Folgenden in Heatmap-Clusteranalysen die  am 
stärksten aufregulierten Gene, sowie die am stärksten abregulierten Gene aus 
beiden Zellmodellen untersucht werden. Die charakteristischsten Schlüsselgene 
der Signalwege aus Tab. 3.1, die in beiden Zellmodellen signifikant dereguliert 
vorlagen (grau unterlegt) sollten dann in tiefergehenden Analysen hinsichtlich 
ihrer Funktion untersucht werden. 
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3.3.2 „Cluster-Analyse“ und „Heat-Map“ Analyse SFRP1 assoziierter 
Zielgene sowie Relevanz dieser Gene in funktionellen 
Zellkulturexperimenten 
Heatmap Analysen ermöglichen die visuelle Darstellung und Verdeutlichung von 
DNA-Array Experimenten. Dabei werden Fluoreszenzsignale der einzelnen Gen-
spezifischen Sonden in Form einer Farbe dargestellt. Ein dunkles rot verdeutlicht 
eine starke Expression (starkes Sondensignal), weiß verdeutlich eine 
vergleichweise durchschnittliche Expression und dunkelblau eine sehr schwache 
Expression des jeweiligen Gens. Zusätzlich ermöglichen sogenannte 
Clusteranalysen die „multivariate Analyse“ von Gengruppen mit ähnlichen 
Eigenschaften/Eigenschaftsausprägungen.  
 
Eine tiefergehende Analyse sollte nun die Gene aufzeigen, die in den jeweiligen 
Signalwegen durch die SFRP1 Wirkung beeinflusst werden. Aus den Heat-Map 
Cluster Analysen wurden im Folgenden Gene aus den sechs in Tab. 3.1 
aufgeführten, signifikant mit einer SFRP1-Wirkung assoziierten Signalwege, 
gruppiert und visualisiert. Dabei erfolgte eine Kategorisierung nach dem 
folgenden Schema: 
a.) Zell-Zell-Adhäsion sowie Interaktionen mit der Extrazellulärmatrix             
Fokale Adhäsion, ECM Rez. Interaktion, CAMs 
b.) Steuerung von Zellproliferation und Differenzierungsprozessen              
MAPK-Signalweg, WNT-Signalweg 
c.) Steuerung von proinflammatorischen Signalen                                      
T-Zell Rezeptor Interaktionen / Cytokine 
 
Für die detaillierteren Analysen von Genfamilien wurden im Folgenden die 
gesamten Sondensignale der DNA-Arrays verwendet. 
a.) SFRP1 beeinflusst die Zell-Zell Adhäsion sowie die Interaktion von Epithel-Zellen 
mit der Extrazellulärmatrix 
Die Extrazellulärmatrix (EZM) stellt den Gewebeanteil dar, der sich außerhalb der 
Zellen im interzellulären Raum befindet. Insbesondere Kollagene und 
Proteoglykane sorgen dabei für die Festigkeit der Extrazellulärmatrix. 
Darüberhinaus fungieren spezielle Glykoproteine wie Laminin, Fibronectin und 
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Vitronectin als Adhäsionsproteine, die die fokale Adhäsion der Epithelzellen an 
der EZM ermöglichen.  
Neben Molekülen, die die fokale Zell-Adhäsion beeinflussen, gibt es weitere 
Moleküle, die den Abbau der Extrazellulärmatrix katalysieren. Von besonderer 
Bedeutung ist dabei die Genfamilie der Matrixmetalloproteinasen (MMPs), welche 
beispielsweise als Kollagenase, Kollagene der EZM degradieren können. Neben 
wichtiger Funktionen bei der Proteolyse der EZM spielt diese Proteinfamilie 
jedoch auch bei der Freisetzung angiogener, heparin-gebundener Stoffe wie 
VEGF oder FGF eine bedeutende Rolle. Auch die verstärkte Auflösung von 
Cadherin-Kontakten, insbesondere E-Cadherin, wird mit einer erhöhten Aktivität 
von MMPs in Verbindung gebracht (Roy et al., 2009). Eine erhöhte Aktivität 
dieser Genfamilie wird darüberhinausbei Metastasierungsprozessen von 
Krebszellen vermutet (Rundhaug, 2003; Wu et al., 2007). Aufgrund der starken 
Deregulation von Genen der Matrixmetalloproteinase-Familie wurde diese Gruppe 
näher untersucht, sowie weitere Gene, die mit der Extrazellulärmatrix 
interagieren (Abb. 3.12). Von allen untersuchten Genen der MMP-Genfamilie war 
MMP-1 mit einer im Durchschnitt 14,7-fachen Abregulation in SK-BR-3 Zellen 
betroffen, gefolgt von MMP-10 mit einer 5,4-fachen Inhibition bei SFRP1 
Anwesenheit. Ein Trend zur Inaktivierung der MMP-Expression war in allen 
untersuchten MMPs erkennbar. Im MCF-10A Modell variierte die Expression 
stärker zumal MMPs in MCF-10A Zellen schwach exprimiert zu sein scheinen.  
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Abb. 3.12: Die Heat-Map Analyse von MMP-Genen zeigt eine deutliche 
Abregulation insbesondere von MMP1 und MMP10 in SFRP1-defizienten Zellen 
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Abb. 3.13: Verifikation der Abregulation in semi-quantitativen Real-Time PCR 
Analysen in Vierfach-Bestimmung (Die Y-Achse repräsentiert den X-fachen 
Expressionsunterschied / ne=nicht exprimiert).  
 
Die beobachteten Resultate ließen sich nach Zellkultur der jeweiligen Klone 
ebenfalls mittels semi-quantitativer Real-Time PCR verifizieren (Abb. 3.13). 
Neben Molekülen, die die EZM beeinflussen, schienen weitere Moleküle 
dereguliert zu sein, die die Adhäsion der Epithelzellen an die EZM ermöglichen. 
Im KEGG Signalwegsmodell werden diese Moleküle unter dem Oberbegriff der 
fokalen Adhäsion der Epithelzellen an die EZM zusammengefasst. Insbesondere  
Integrin-alpha, Collagen, CD44, Endomucin (ECMN) und Nidogen-1 (NID1) waren 
unter den 100 am stärksten deregulierten Genen. Während die ersten beiden 
Moleküle selber einen Bestandteil der EZM bilden, so stellt Endomucin  
beispielsweise ein in der Plasmambran integriertes Sialoglykoprotein dar, welches 
die fokale Adhäsion der Epithelzelle an die EZM unterbindet (Kanda et al., 2004). 
Trotz einer generell schwachen Expression lag hier im Durchschnitt eine 3,9-
fache Aufregulation in Klonen mit regenerierter SFRP1-Funktion vor. Nidogen-1 
welches insbesondere im MCF-10A Modell 2-fach abreguliert vorlag ist stark 
assoziiert mit Laminin, einem weiteren Bestandteil der EZM. Nidogen-1 wird in 
der Regel ubiquitär expimiert und ist Bestandteil von Basalmembranen (u.a. auch 
Matrigel) (Furuyama & Mochitate, 2000). 
CD44, ein weiteres im MCF-10A Modell bei Abwesenheit von SFRP1 doppelt so 
stark in der Expression aktiviertes Molekül, ist bereits als WNT-Target Gen 
bekannt (Gauger et al., 2009; Wielenga et al., 1999). Interessanterweise steuert 
CD44 neben einer Vielzahl weiterer Prozesse unter anderem die Aktivierung von 
Matrixmetalloproteinasen, welche in beiden Zellmodellen z.T hochgradig 
differentiell exprimiert vorlagen (Wu et al., 2007; Gauger et al., 2009). 
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Die ausgeprägte Abregulation einer Vielzahl von Genen der MMP-Familie wirft die 
Frage auf, was im Zell-Zellgefüge auf molekularer Ebene passiert. 
Matrixmetalloproteinasen übermitteln vielseitige Funktionen in Zellgeweben.  
 
Eine weitere Gruppe von Adhäsionsmolekülen stellen CAMs dar (cell adhesion 
molecules). Zusätzlich zur EZM-Interaktion sowie der fokalen Adhäsion an die 
EZM, sind diese Moleküle vornehmlich an der Aneinanderhaftung der einzelnen 
Epithelzellen untereinander im Zellverbund beteiligt, als auch z.B als 
Adhäsionsmolekül für Zellen der Immunabwehr wie z.B. T-Lymphozyten oder 
Makrophagen. Einige von ihnen können jedoch durchaus auch an der EZM 
adhärieren, wie die Integrine. Neben der Gruppe der Integrine und Selektine 
(Integrin- als Integrin und Endomucin als Selektin wurden zuvor bereits 
untersucht) stellen die Cadherine Verbindungsmoleküle zumeist zu anderen 
epithelialen Zellen dar. So sind Cadherine beispielsweise essentiell für die 
Ausbildung von Desmosomen und Tight junctions im Zell-Zellverbund (Abb. 3.14 
& 3.15). 
Cadherine zeigten in den durchgeführten Heatmap Analysen in ihrer 
Expressionscharakterisitik eher ein heterogeneres Bild. Während N-Cadherin 
(CDH6) und M-Cadherin (CDH15) durch SFRP1 in ihrer Expression im Mittel eher 
abreguliert werden, so scheinen Protocadherine wie PCDHB13 bei SFRP1 
Anwesenheit eher vermehrt exprimiert zu werden. Die Zell-Zelladhäsion scheint  
somit wesentlich durch SFRP1 beeinflusst zu werden. CDH6 lag insbesondere in 
SFRP1-defizienten MCF-10A Zellen 2,5-fach aufreguliert vor. Eine Verbindung 
zwischen CDH6 als homophiles Adhäsionsmolekül und Krebs ist bereits für 
Lungen- und Mammkarzinome beschrieben worden (Batus et al., 2007; Hazan et 
al., 1997). CDH15 scheint darüberhinaus beim Brustkrebs eine Rolle zu spielen, 
da in einigen Mammakarzinomen das jeweilige Gen deletiert zu sein scheint 
(Kremmidiotis et al., 1998). 
CTNNB1, CTNNA2 kodieren beide für Gene, welche unter anderem mit 
Cadherinen interagieren. Neben der essentiellen Rolle des -Catenins als 
Aktivator des kanonischen WNT-Signalweges, hat es im Zytoplasma eine 
bedeutende Strukturfunktion, indem es durch Komplexbildung mit PSEN1 und 
Cadherinen das Aktin-Cytoskelett mit ausbildet (De Leeuw et al., 1997; Lin et al., 
2000). Nexilin und Axin2 sind zwei weitere Moleküle die laut KEGG Signalwegs-
Datenbank die Regulation des Aktin-Zytoskeletts beeinflussen und mit 
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Cadherinen interagieren. CTNNB1 (-Catenin) wurde durch SFRP1 im SK-BR-3 
Modell im Mittel annähernd 2-fach abreguliert (1,81x). Umgekehrt wurde im 
MCF-10A Modell nach 144 Stunden, auf einen Verlust der SFRP1 Funktion hin, 
CTNNB1 um das 2,4-fache aufreguliert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14:  Heatmap Darstellung von Genen der „CAM“-Gruppe, sowie NEXN 
und CTNNB1, welche durch Interaktionen mit CAMs und unter anderem durch 
Regulation des Aktin-Zytoskeletts die Morphologie der Zelle regulieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15: Semi-quantitative Real-Time PCR Analysen einzelner CAMs und CAM-
assoziierter Moleküle (Darstellung als Median aus jeweils vier Klonen). (Die Y-
Achse repräsentiert den X-fachen Expressionsunterschied) 
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Neben den Cadherinen stellen die Calcium-unabhängigen IgSF CAMs eine weitere 
Gruppe dar. Zu ihnen gehören unter anderem ICAM1, VCAM1 und NCAM1. Die 
Heatmap Analysen aus Abb.3.14 sowie die Signalwegs-Analyse mittels Onto 
Tools in Abb.3.11 lassen die Vermutung zu, dass Moleküle der Gruppe der IgSF 
CAMs durch SFRP1 eher abreguliert werden als aufreguliert. So wird ICAM-1 in 
SFRP1 exprimierenden Zellen beispielsweise im Mittel 2,5 – 2,8-fach abreguliert. 
ICAM-1 spielt insbesondere bei der transendothelialen Migration von Leukozyten 
in entzündliche Gewebe eine bedeutende Rolle (Yang et al., 2005; Blaber et al., 
2003).  
In funktionellen Zellkulturexperimenten sollten daraufhin die Auswirkungen der 
untersuchten deregulierten Gene auf den Zellphänotyp und die Zellmorphologie 
analysiert werden.  
Hierzu wurde zunächst ein Matrigel-Adhäsions-Assay durchgeführt. Dabei wurde 
ein 6-well Platte zuvor mit Matrigel beschichtet um eine EZM zu simulieren. 
Matrigel enthält insbesondere Collagen IV, Laminin und Fibronectin. Die Zellen 
wurden daraufhin auf das Matrigel ausgesät und für 2 Stunden bei 37°C 
inkubiert, bevor das Medium mit den nicht-adhärierten Zellen aspiriert wurde. 
Die quantitative Bestimmung und Anfärbung der adhärierten Zellen erfolgte mit 
Trypanblau in einem ELISA Reader. Abb. 3.16 zeigt, dass SFRP1-defiziente Zellen 
in beiden Zellmodellen eine doppelt so starke Adhäsion an das Matrigel, also die 
simulierte EZM, zeigt. Diese Ergebnisse haben insofern Relevanz, weil eine 
erhöhte Adhäsion an die EZM allgemein als Indiz für ein gesteigertes 
Invasivitätspotential der Zellen gedeutet wird (Al-Mehdi et al., 2000; Glinsky et 
al., 2000).  
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Abb. 3.16: Matrigel Adhäsionsassay: SFRP1-defiziente Zellen adhärieren in etwa 
doppelt so stark an die Matrigel-Schicht als Zellen mit intakter SFRP1 Expression 
 
Die Deregulation der beschriebenen Adhäsionsmoleküle scheint somit einen 
Einfluss auf die EZM Interaktion zu bewirken, sowie Auswirkungen auf direkte 
Zell-Zellkontakte zu haben. In sogenannten Zell-„Scratch“-Assays, wo an einer 
Einzelschicht von Zellen in einer Petrischale eine Verletzung simuliert wird, 
zeigten SFRP1-defiziente Zellen, dass sie besonders schnell in die jeweiligen 
Bereiche migrieren und proliferieren (Abb. 3.17 a-b). Direkte Zell-Zellkontakte, 
wie sie durch Cadherine z.B durch Desmosomen verstärkt werden, scheinen in 
diesen Zellen schneller abgebaut zu werden. Vermutlich könnten MMPs hier eine 
bedeutende Rolle spielen, da sie Cadherin-Komplexe spalten können (Hashimoto 
et al., 2002).  
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Abb. 3.17: a) Visualisierung des Scratch Assays über den Beobachtungszeitraum 
von 72 Stunden hinweg verdeutlichen erhebliche Unterschiede in der Migration 
und Proliferation der Zellen. b) Ausmesungen der „Scratch“-Größe in cm nach 
Dreifachmessung jedes einzelnen Klons an unterschiedlichen Stellen des 
„Scratch“.  
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Das eine verstärkte Expression von CAMs insbesondere Cadherinen für die 
beobachten Unterschiede bei der Zell-Zelladhäsion verantwortlich sein könnte, 
wurde in Heatmap Clusteranalysen zuvor nicht eindeutig bestätigt. Viel 
wahrscheinlicher ist daher neben der Beteiligung von MMPs, welche die 
homophilen Cadherinverbindungen spalten könnten, die Beteiligung einer 
vermehrten Zellproliferation SFRP1-defizienter Zellen, so dass indirekt die Zell-
Zelladhäsion reduziert wird um Raum für neue Zellen zu gewährleisten.  
Um den Einfluss von MMPs auf das Wachstum der Zellen untersuchen zu können 
wurden in 3D Matrigelanalysen die Auswirkungen des SFRP1 Verlustes auf das 
dreidimensionale Wachstum von Zellen in Zellkultur simuliert und beschrieben. 
Hierzu wurden Zellen in einer 5mg/mL Matrigel Lösung ausgesät und im 
Anschluss die Sphäroidbildung der Zellen für 20 Tage beobachtet. Matrigel bildet 
somit die EZM im dreidimensionalen Raum und enthält unter anderem als 
Bestandteile Kollagene, Proteoglykane und andere Substrate der MMPs. 
Bei der Suche nach der optimalen Verdünnung des Matrigels wurde darauf 
geachtet, dass das auspolymerisierte Matrigel eine viskose galertartige Masse 
bildete und keinen starren Gelkörper. Dadurch wurde es den Zellen ermöglicht, 
sich im dreidimensionalen Raum zu bewegen. 
Abb. 3.18 verdeutlicht die zuvor in „Scratch“-Assays beobachtete Tendenz der 
SFRP1-defizienten Zellen ins umgebende Matrigel, der simulierten EZM, 
einzuwachsen während Zellen mit intakter SFRP1-Funktion im Zellverbund 
verbleiben und deutlicher abgegrenzte Sphäroide ausbilden. Am 
charakteristischsten waren hier die Unterschiede zwischen Leervektor-Klon 12 
und SFRP1 Klon 1 nach 20 Tagen Kultur. 
3. Resultate 
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Abb.3.18: Ergebnisse des 3D-Matrigel Assays zeigen eine deutlich verstärkte 
Sphäroid-Bildung und Verästelung in Matrigelumgebung bei SFRP1 defizienten 
Zellen. Am deutlichsten waren diese Unterschiede zwischen Klon #1 und 
Leervektor #12. 
 82
Mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde im Folgenden untersucht, 
ob Unterschiede zwischen SFRP1 defizienten- und SFRP1-intakten Zellen 
hinsichtlich der Ausbildung von Desmosomen und Zell-Zellkontakten bestehen. 
Cadherine stellen einen Hauptbestandteil dieser Form von Zell-Zellkontakten dar. 
Bei einer verstärkten Expression von MMPs in SFRP1-defizienten Zellen ist davon 
auszugehen, dass weniger Desmosomen von den Zellen ausgebildet werden bzw. 
verbleiben. Abb. 3.19 zeigt, dass vom morphologischen Erscheinungsbild in 
SFRP1-defizienten Zellen durchaus Veränderungen stattzufinden scheinen. So 
bestätigten quantitative Auszählungen von Desmosomen eine bis zu vierfach 
erhöhte Dichte an Desmosomen im Zellkultur-Monolayer von SFRP1-intakten 
Zellen als in SFRP1-defizienten Zellen. Repräsentative Ausschnitte sind in 
Abbildung 3.19 verdeutlicht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.19: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Zellmonolayers eines 
SFRP1-defizienten Klons #12 und eines SFRP1-intakten Klons #7. 
Leervektor #12 Klon #7 
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b.) SFRP1 beeinflusst Signale zur Steuerung von Zellproliferation und 
Differenzierungsprozessen               
Von den sechs signifikant mit einem SFRP1 Verlust assoziierten Signalwegen aus 
Tab. 3.1 stellen insbesondere Zielgene des kanonischen WNT-Signalweges und 
Zielgene des MAPK-Signalweges Gene dar, die den Zellzyklus und die 
Zellvermehrung steuern. Da insbesondere Zielgene des kanonischen WNT-
Signalweges über -Catenin auch Gene des MAPK Signalweges darstellen, 
wurden diese im Folgenden gesamt betrachtet und in Abb. 3.21 aufgeführt. 
SFRP1 als Bestandteil des WNT-Signalweges wurde sowohl in den Heatmap-
Analysen aus den DNA Array Daten als auch in den semi-quantitativen Real-Time 
PCR Analysen erwartungsgemäß dereguliert gefunden. C-myc, FOS, FOSB, JUNB 
und CTNNB1 (-Catenin) stellen „downstream“ Zielgene des WNT-Signalweges 
dar, d.h. sie werden nach der Bindung von WNT an den Frizzled-Rezeptor (z.B. 
FZD8 dessen Expression ebenfalls dereguliert vorlag) ebenfalls vermehrt 
aktiviert. 
Die Gene FOS und FOSB kodieren dabei für sogenannte Leucine Zipper Proteine, 
die mit JUNB im Nukleus unter anderem zum AP-1 Komplex dimerisieren können. 
Als Komplex steuern diese Moleküle insbesondere die Zellproliferation und 
Zelldifferenzierung. Alle drei Gene stellen Zielgene sowohl des MAPK-Signalweges 
als auch des kanonischen WNT-Signalweges dar (Pearson & Robinson, 2001; 
Seger & Krebs, 1995). Im SK-BR-3 Zellmodell inhibierte SFRP1 FOS 8,4-fach, 
FOSB 4-fach und JUNB 3,3-fach. Im MCF-10A Modell wurde bei Verlust der 
SFRP1 Funktion c-myc als Zielgen des kanonischen WNT-Signalweges, 
insbesondere nach 144 Stunden 4,9-fach aufreguliert. C-myc kodiert für ein 
Protein, welches ebenfalls stark zellproliferierend wirkt und ein starkes Onkogen 
darstellt (He et al., 1998). Eine Deregulation dieser Gene führte dabei in beiden 
Zellmodellen zu einer differentiellen Expression von Genen mit entsprechenden 
fos oder myc Motiven im Promoterbereich (Abb. 3.20). Cyclin G2 sowie Cyclin-
abhängige Kinasen, stellen solche Moleküle dar, welche eine Schlüsselfunktion 
bei der Einleitung der Synthese-Phase bei der Zellmitose haben. 
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Die Rolle von -Catenin (CTNNB1) wurde bereits zum Teil im vorherigen 
Abschnitt beschrieben. Neben Funktionen bei der fokalen Adhäsion der Zelle 
spielt es aber auch als Schlüsselmolekül im kanonischen WNT-Signalweg eine 
bedeutende Rolle bei der Bildung von Transkriptionsfaktor-Komplexen u.a. mit 
TCF/LEF im Zellnukleus.  
Die Gene GEM, IGF2, RAP1A, BDNF und BDNFOS stellen in erster Linie Gene für 
Proteine des MAPK-Signalweges dar. Wobei letztgenanntes (BDNF opposite 
strand) vermutlich als „antisense“ Produkt von BDNF wirken könnte und somit 
eine regulatorische Funktion dieses Moleküls darstellt. BDNF selbst wird  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.20 (A) Heatmap Analyse MAPK- und Wnt-Signalwegs assoziierten 
Zielgenen. 
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Abb. 3.21 Einige der gewonnenen Daten und Listen von Kandidatengenen, die 
aus den DNA Array Analysen und Heatmap Analysen hervorgegangen sind sollten 
im Folgenden zusätzlich in Real-Time PCR Analysen als deregulierte Gene 
verifiziert werden um Artefaktmessungen möglichst auszuschließen (Die Y-Achse 
zeigt den X-fachen Expressionsunterschied). 
 
vermehrt durch die ERK1/2 Kaskade des MAPK Signalweges ausgeschüttet 
(Schlange et al., 2007) und bindet als Ligand an den Trk-Rezeptor (Gould & 
Manji, 2005). Über weitere Signalkaskaden kommt es dann zu einer Inhibition 
von GSK3, welches die Phosphoryllierung und Degradation von -Catenin 
steuert. BDNF lag in SFRP1-intakten SK-BR-3 Klonen im Durchschnitt 4,5-fach 
aufreguliert vor, jedoch ebenfalls in SFRP1-defizienten MCF-10A Zellen. Aus 
diesem Grunde sind Aussagen hinsichtlich der Funktion von BDNF in SFRP1-
defizienten Zellen schwer zu treffen. GEM stellt ein Mitogen-induziertes Gen des 
MAPK-Signalweges dar. Es wird vermehrt während der G1-Phase des Zellzyklus 
exprimiert und gehört als Gen zur Ras Superfamilie (Aresta et al., 2002). Die im 
Mittel 6,8-fache Inhibiton der Expression von GEM durch SFRP1 im SK-BR-3 
Modell spricht hier ebenfalls für eine anti-proliferative Funktion von SFRP1.  
RAP1A besitzt Homologie zur Ras-Onkogen Familie, revertiert jedoch vermutlich 
die Effekte der Ras-Onkogene als kompetitiver Inhibitor (Yatani et al. 1991). Im 
MCF-10A Modell wurde RAP1A in SFRP1-defizienten Zellen angenähert halb so 
stark exprimiert wie in SFRP1-intakten Zellen. In SK-BR-3 Zellen lag nur eine 
moderate Deregulation vor (1,3 fach). 
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IGF2 ist ein weiteres Mitogen, welches unter anderem die Phosphoaktivierung 
von MAPK1 und MAPK3 steuert (Lovett et al., 2006). Real-Time PCR Analysen 
bestätigten im SK-BR-3 Zellmodell eine im Mittel dreifache Abregulation in 
SFRP1-intakten Zellen. Im MCF-10A Modell wurde IGF2 im Mittel zweifach 
dereguliert. 
Die Vielzahl an deregulierten Transkriptionsfaktoren und Wachstumsfaktoren 
lassen somit den Schluss zu, dass SFRP1 als Inhibitor beider Signalwege Einfluss 
auf die Zell-Proliferation zu haben scheint. Auswertungen anhand des KEGG 
Signalwegs Modell für den WNT-Pathway deuten daraufhin, dass in SK-BR-3 
Zellen vermehrt der WNT/Ca2+-Signalweg dereguliert wird. In MCF-10A Zellen 
ist es der kanonische WNT-Signalweg sowie der Planare Zell Polaritäts Signalweg 
(PCP). Die gelb markierten Gene wurden innerhalb der DNA-Array Experimente 
mehr als 1,5-fach dereguliert gefunden (Abb. 3.22). Zurückzuführen sind diese 
Unterschiede wahrscheinlich auf einen Defekt im -Catenin, der die 
Phosphoryllierung des Moleküls verhindert und somit eine Translokation des -
Catenins in den Zellkern nicht stattfinden lässt. 
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Abb. 3.22: (oben) Darstellung der Deregulation des WNT/Ca2+ Signalweges 
verdeutlicht eine verstärkte Veränderung in SK-BR-3 Zellen. (unten) 
Deregulation im MCF-10A Modell zeigt Veränderungen im kanonischen WNT-
Signalweg und Planaren Zell Polaritäts Signalweg. (Array Daten in gelb markiert) 
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MCF-10A 
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In funktionellen Zellkulturexperimenten wurde mittels XTT-Proliferations Assays 
sowie Colony Formation Assays das Proliferationsverhalten der Zellen näher 
untersucht. Wie in Abbildung 3.23 zu sehen ist resultiert aus einem SFRP1-
Verlust in Zellkultur eine signifikante Steigerung der Zellvermehrungsrate und 
spiegelt somit die Expressioncharakteristiken der Mitogene aus den Array Daten 
wieder. Im Colony-Formation Assay zeigte sich nach 14-tägiger Inkubation, dass 
SFRP1-defiziente Zellen ein diffuseres Wachstumsbild zeigen als Zellen, in denen 
die SFRP1 Expression wieder reaktiviert wurde. Im SFRP1 re-exprimierenden 
Klon #1 sowie #12 waren deutlicher abgezeichnete Kolonien erkennbar, während 
bei den SFRP1-defizienten Leervektorklonen, insbesondere bei Leervektor Klon 
#12, kaum abgegrenzte Zellkolonien zu erkennen waren. Die Zellklone zeigten 
dabei eine vergleichbare Wachstumcharakterisitk wie in den zuvor 
durchgeführten Scratch-Assays und Matrigel-Assays. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.23: (A) Ergebnisse des XTT-Zellproliferations Assays ergeben eine 
signifikante Steigerung der Zellproliferation an Tag 4 in SFRP1-defizienten Zellen 
nach U-Test. (B) Ergebnisse des Colony Formation Assays zeigen ein diffuseres 
Wachstum in SFRP1-defizienten Zellklonen als in SFRP-exprimierenden Klonen. 
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c.) SFRP1 reduziert vermutlich die Expression proinflammatorischer Moleküle in 
SKBR3 und MCF10A Zellen 
 
Wie bereits aus den einleitenden Gen-Ontologie Untersuchungen hervorgegangen 
ist,  führen variierende SFRP1 mRNA Spiegel in SKBR3 und MCF10A Zellen 
vermutlich zu einer differentiellen Expression von einer Vielzahl von Cytokinen 
und Molekülen, die mit T-Zell Rezeptoren interagieren (Abb. 3.24). 
COX-2 (PTGS2) war eines der Cytokine, welches mit zwei Sonden unter den 100 
am stärksten deregulierten Genen, detektiert wurde. Die mittlere 
Expressionsänderung entsprach hier für die eine Sonde einer 9,7-fachen und für 
die zweite einer 13,2-fachen Deregulation. In Real-Time PCR Analysen betrug der 
Änderungsfaktor 7,1-fach für SK-BR-3 Zellen und 2-fach für MCF-10A Zellen. 
Darüberhinaus wurden insbesondere die Chemokine IL-8, CXCL1, CXCL2 und 
CXCL3 dereguliert gefunden. Diese Gruppe steuert insbesondere die 
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in entzündliche Gewebe. Ihre 
Deregulation war besonders deutlich erkennbar in SK-BR-3 Transfektanten. In 
MCF-10A Zellen war diese Deregulation in DNA Array Analysen zwar für IL-8 und 
CXCL3 im Ansatz erkennbar, ließ sich jedoch im Anschluss in Real-Time PCR 
Analysen nicht bestätigen. 
Gene der CSF Familie wurden in beiden Zellmodellen klar dereguliert. Sowohl 
CSF-2 als auch CSF-3 sind Liganden der Rezeptoren CSF2R und CSF3R und 
steuern die Entwicklung und Reifung hämatopoetischer Zellen. CSF2 war im SK-
BR-3 Modell durch SFRP1 10,5-fach abreguliert. CSF-3 wurde hier 2,4-fach und 
im MCF-10A Modell 3,3-fach dereguliert. 
 
 
 
 
 
 
3. Resultate 
 90
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.24 Heatmap Analyse proinflammatorischer Moleküle in SK-BR-3 Klonen 
und MCF-10A Transfektanten zeigen eine generelle Abregulation von Cytokinen 
in SFRP1-exprimierenden Zellen.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.25 Verifikation von 8 proinflammatorischen Molekülen mittels Real-Time 
PCR bestätigt die DNA-Array Daten. (Die Y-Achse repräsentiert den X-fachen 
Expressionsunterschied) 
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3.4 Charakterisierung angreifbarer, SFRP1-assoziierter 
Zielstrukturen („druggable molecules“) 
Die bisher ermittelten Expressionsdaten beruhten auf in-vitro Daten, die an an 
einem kleinen Set von Zelllinien-Modellen untersucht wurden. In weiteren 
Analysen wurde ermittelt, inwiefern diese Gene in Brusttumorgeweben 
tatsächlich dereguliert vorliegen. Da die Expression von SFRP1 in annähernd 
90% aller Brusttumore verloren geht, müssten die zuvor gefundenen 
Kandidatengene auch in einer Vielzahl dieser Tumore dereguliert vorliegen. Von 
besonderer Relevanz sind dabei „onkogene“ Moleküle, deren Expression 
normalerweise durch SFRP1 unterdrückt wird. In Tumoren werden diese Moleküle 
vermutlich aktiviert, wenn die SFRP1-Expression verloren geht. Sie sind somit 
interessante „Drug-Targets“, wenn sie in die Gruppe der Moleküle fallen, die sich 
durch niedermolekulare Substanzen oder therapeutische Antikörper gut hemmen 
lassen. Einige Gruppen stellen z.B. Kinasen, Transmembran-Rezeptoren wie z.B. 
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), Enzyme und sezernierte Proteine dar. 
Dadurch dass diese Moleküle sekretiert werden und/oder an der Zelloberfläche 
membranintegriert verbleiben, bilden sie optimale Zielstrukturen für die 
Etablierung neuer, hochwirksamer gezielter Therapien, indem z.B. Hemmstoffe 
gegen Kinasen oder Rezeptoren im WNT/ß-Catenin Signalweg stromabwärts der 
SFRP1-Funktion gesucht und etabliert werden. Zusätzlich können diese Moleküle 
unabhängig davon ob sie pharmazeutisch nutzbar sind oder nicht, von 
diagnostischer Bedeutung beim Mammakarzinom sein. 
Um Proteine/Enzyme mit Kinase- und/oder Transmembranrezeptor-Funktion 
ausfindig machen zu können, wurden mit Hilfe des Online Tools TMHMM Server 
v2.0 Gene ausfindig gemacht, die Transmembran-
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) oder Kinase-Domänen 
(http://www.expasy.ch/tools/) aufwiesen. In Abb. 3.26 ist am Beispiel des 
Moleküls PKD1L2 gezeigt, wie insbesondere in Molekülen mit unbekannter 
Funktion und/oder Lokalisation vermutliche Transmembrandomänen 
nachgewiesen wurden. 
Aus allen Kandidatengenen der Array Analysen wurden die Gene herausgesucht 
die in SFRP1-defizienten Zellen mindestens 3-fach aufreguliert vorlagen und 
3. Resultate 
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sekretierte Moleküle darstellen oder eine Transmembrandomäne- bzw. 
Kinasedomäne aufwiesen.  Aus dem SK-BR-3 Modell wurden 61 Moleküle (Tab. 
3.2a) und aus dem MCF-10A Modell 54 Gene ausfindig gemacht und 
dokumentiert (Tab.3.2b). 
Abb. 3.26 Anhand von FASTA Sequenzdaten wurde die Wahrscheinlichkeit des 
Vorhandensein von Transmembrandomänen wie hier am Beispiel des 
Kandidatengens PKD1L2 durch Errechnung eines Probability Scores 
bioinformatisch ermöglicht. 
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Tab. 3.2a Liste von 61 Zielstrukturen aus dem SK-BR-3 Screen  
 
Aus dem SK-BR-3 Screen wurden COX-2, GPR31, GPR44 und IL13RA2 für Real-
Time PCR Analysen ausgesucht, die innerhalb dieser Arbeit an einem kleineren 
Tumorkollektiv untersucht wurden (Abb. 3.28). Die Funktion von COX2 bei der 
Prostaglandin-Biosynthese wurde bereits kurz beschrieben. So steuert COX2 
3. Resultate 
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unter anderem die Biosynthese von Prostaglandin D2 welches interessanterweise 
als Ligand vermutlich an den GPR44 Rezeptor bindet (Chiba et al., 2006). COX-2 
ist im Mittel ohne SFRP1 13-fach aufreguliert gewesen während GPR44 im Mittel 
eine 3-fache Expressionssteigerung zeigte. Die Funktion eines weiteren G-
Proteins GPR31 ist in der Literatur bisher noch nicht hinreichend beschrieben. So 
schien die Expression hier bei Abwesenheit von SFRP1 im Mittel 8,4-fach 
gesteigert. IL13RA2 reguliert vorraussichtlich die Internalisierung von IL13 und 
steuert somit vermutlich indirekt die Aktivierung von Makrophagen und die MHC-
Antigenpräsentation an der Zelloberfläche (Wykosky et al., 2008). Im SK-BR-3 
Screen war IL13RA2 bei Abwesenheit von SFRP1 4,4-fach stärker exprimiert.   
Tab. 3.2b: Liste von 54 Zielstrukturen aus dem MCF-10A Screen. 
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Aus dem MCF-10A Screen wurden ASGR2 und KCNE4 für nähere Untersuchungen 
mittels Real-Time PCR ausgesucht (Tab. 3.2b). Ersteres Gen kodiert für ein 
Protein, welches bei autoimmuner Hepatitis sowie Leberkarzinomen als Rezeptor 
relevant zu sein scheint (Trerè et al., 1999; Treichel et al., 1993). Bei 
Abwesenheit von SFRP1 lag dieses Gen im Mittel 10,3-fach aufreguliert vor.  
KCNE4 kodiert für ein Kalium-Kanal Protein, welches als Ionentransporter 
zusätzlich beim Calcium-Haushalt der Zelle eine bedeutende Rolle spielen könnte 
(Mello de Queiroz et al., 2006). Es wird unter anderem durch 
Erkennungssequenzen für die Transkriptionsfaktoren c-myc und jun, welche in 
den DNA Array Analysen im SK-BR-3 Modell zu den 100 am stärksten 
deregulierten Genen gehörten, verstärkt exprimiert. Im MCF-10A Modell wurde 
KCNE4 bei Abwesenheit von SFRP1 im Mittel 6-fach aufreguliert.  
Im Folgenden wurden die jeweiligen Kandidatengene an einem kleineren 
Tumorkollektiv, welches variierende SFRP1 Expressionsspiegel aufwies, 
genspezifisch mittels Real-Time PCR untersucht (Abb.3.27). Eine Tendenz zu 
einer Aufregulation von COX-2, KCNE4 und GPR31 konnte bereits in dieser sehr 
kleinen Patientenanzahl gezeigt werden. Für die Gene IL13RA2, GPR44 und 
ASGR2 konnte diese Tendenz nicht beobachtet werden. Für ASGR2 zeigte sich 
sogar ein den Erwartungen entgegengesetzter Trend. ASGR2 wird sowohl in 
Tumoren als auch in gesunden Geweben sehr schwach exprimiert. Hier könnten 
Veränderungen des Expressionsniveaus auf sehr niedrigem Level für zum Teil 
starke Schwankungen in der Genregulation verantwortlich sein. 
Da der Verlust der SFRP1 Funktion einen prognostischen Marker beim 
Mammakarzinom darzustellen scheint, so könnten auch diese gefundenen 
Moleküle interessante gewebespezifischere Zielstrukturen (z.B. KCNE4) 
repräsentieren, die in der Prognostik oder Diagnostik von Brustkrebs eine Rolle 
spielen könnten. Hinzu kommt, dass nicht nur die Gen- und Proteinexpression 
einzelner Moleküle potentielle Biomarker darstellen könnten, sondern auch 
epigenetische Veränderungen, wie die SFRP1-Promotermethylierung an GpG 
Motiven zeigt. Desweiteren können weitere Wnt-Pathway assoziierte 
Zielmoleküle, wie Gene der Endothelin Achse, von klinischer Bedeutung für die 
Prognostik und Diagnostik das Mammakarzinoms sein. 
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Abb. 3.27 Real-Time PCR Analysen der Kandidatengene aus Tab. 3.2a & 3.2b an 
einem Tumorkollektiv mit variierenden SFRP1 Spiegeln.  
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3.5 Deskriptive Merkmale eines EDN3 Expressionsverlustes beim 
Mammakarzinom 
 
3.5.1 EDN3-mRNA wird in humanen Mammakarzinomen differentiell 
exprimiert 
Ein weiteres Gen, welches, ähnlich wie SFRP1, aus 300 im Mammakarzinom 
differentiell exprimierten Kandidatengenen extrahiert wurde ist Endothelin-3 
(EDN3). Initiale Untersuchungen ergaben dabei einen Expressionsverlust dieses 
Gens in 63% aller untersuchten Mammakarzinomproben. In weiterführenden 
Northern Blot Analysen, die in der Arbeitsgruppe Dahl am Universitätsklinikum in 
Aachen durchgeführt wurden, konnte dabei gezeigt werden, dass EDN3 in einer 
Vielzahl von Geweben wie unter anderem Pankreas, Milz, Prostata, Hoden, 
Dünndarm und Colon ubiquitär mit zwei Haupttranskripten von 2,4 kb und 2,7 kb 
exprimiert wird (Abb. 3.28 oben). Mit der gleichen Sonde wurde im Weiteren ein 
Brustkrebs-spezifischer cDNA Dot-Blot hybridisiert, der zum einen deutlich zeigt, 
dass EDN3 im gesunden Brustgewebe noch exprimiert vorliegt, während es in 
einer Vielzahl von Mammakarzinomgeweben deutlich schwächer exprimiert wird 
(Abb. 3.28 unten). 98% aller Brustkrebsproben wiesen einen mehr als doppelten 
Expressionsverlust dieses Gens auf.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.28: (oben) Ein EDN3 Northern Blot zeigt eine ubiquitäre Expression in 
Pankreas, Milz, Prostata, Hoden, Dünndarm und Colon. (unten) Der cDNA Dot-
Blot zeigt ebenfalls eine starke Expression in gesundem Brustgewebe (N1+N2) 
und einen deutlichen Expressionsverlust in Brusttumorgewebe (T1+T2). 
3. Resultate 
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Anhand von 77 weiteren Brustkrebsproben und 17 Probenpärchen aus Tumor- 
und gesundem Gewebe konnten diese Ergebnisse zusätzlich bestätigt werden 
(Abb. 3.29). 78% aller 77 Brusttumore zeigten eine mehr als zweifache 
Abregulation der mRNA-Expression. Bei mehr als der Hälfte dieser Proben lag 
dieser Expressionsverlust mehr als 20-mal höher als in der verwendeten 
Referenzprobe (Median=21-fach). Beim direkten Vergleich von EDN3-mRNA 
Expression im Tumorgewebe mit korrespondierendem, gesundem Brustgewebe 
aus dem gleichen Patienten konnte in 14 der 17 Pärchen (82%) ein mehr als 
doppelter Expressionsverlust ermittelt werden (Median=13-fach).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.29: (oben) Ergebnisse der Real-Time PCR Analyse zeigen eine 
Abregulation von EDN3-mRNA in 78% aller Mammakarzinomproben. Auf der Y-
Achse ist der X-fache Expressionsunterschied dargestellt (FC) auf der X-Achse 
die Probenanzahl. (unten) Real-Time PCR Ergebnisse aus 17 Gewebepaaren aus 
Tumor- und Normalgewebe bestätigen einen Expressionsverlust von EDN3 mRNA 
in 14 von 17 Paaren (82%).   
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3.5.2 Differentielle EDN3-Protein Expression im humanen 
Mammakarzinom 
Analog zu Untersuchungen am Molekül SFRP1, wurde das Ausmaß der 
differentiellen mRNA Expression auf die Protein-Synthese in Brusttumoren 
anhand eines Tissue Micro Arrays untersucht, der 150 invasive Brusttumore 
sowie 44 gesunde Brustgewebe umfasste. Die Spezifität des verwendeten 
Antikörpers wurde durch die simultane Verwendung eines EDN3-spezifischen 
Blockpeptids gewährleistet. In 32 von 44 gesunden Brustgeweben wurde EDN3 
deutlich exprimiert (75%) (Abb. 3.30 a-b). Hierunter fielen Gewebe mit einem 
sogenannten Immunreaktivitäts-Wert (IRS) von mehr als 8. Dabei wurde 
deutlich, dass der überwiegende Teil des EDN3-Proteins in luminal- und basal-
epithelialen Zellen lokalisiert ist und in Kompartimenten des Stromas kaum 
vorzufinden ist. In Mammakarzinomgewebe hingegen lag in 68 von 150 Proben 
(45,3%) der Gewebe eine EDN3-Protein Expression mit einem IRS von weniger 
als 8 vor (Abb. 3.30 c-d). 54,7% lagen über diesem Wert (Abb. 3.30 e-f). Dabei 
lag der mittlere IRS-Wert bei diesen Geweben mit 6,7 deutlich unter dem in 
gesundem Gewebe ermittelten, mittleren Wert von 8,2. Im statistischen 
Vergleich mittels Mann Whitney U Test und ungepaartem T-Test stellten sich 
diese Unterschiede als signifikant unterschiedlich heraus (p=0,037 bzw. 
p=0,039). 
 
3.5.3 Ein Expressionsverlust von EDN3 geht mit einer schlechteren 
Prognose bei Brustkrebs einher 
Ein möglicher Zusammenhang eines EDN3-Expressionsverlustes und klinisch 
relevanten Parametern wurde zunächst unter Verwendung von SPSS 14.0 in 
bivariater Analyse untersucht. Tab. 3.3 macht dabei deutlich, dass ein Verlust 
der EDN3 Expression nicht mit dem Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnose, 
histologischem Grad und Typ, Tumorgröße, Lymphknotenstatus, Tumorfokalität 
oder Östrogen- bzw. Progesteron-Status assoziiert ist. Interessanterweise 
besteht jedoch ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer niedrigen EDN3-
Expression und der Dauer des Brustkrebs-spezifischen Überlebens in univariater 
Analyse [p=0,022] (Abb. 3.30 g-h / Tab. 3.3). So überlebten EDN3-defiziente 
Patienten im Mittel 99 Monate (Confidence Intervall CI=85-113 Monate) während 
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EDN3-exprimierende Patienten durchschnittlich 116 Monate überlebten (CI=106-
126 Monate). Kaplan Meier Analysen lassen darüber hinaus vom Kurvenverlauf 
her einen möglichen Zusammenhang zwischen EDN3-Expression und 
rezidivfreiem Überleben vermuten [p=0,167] (Abb. 3.30 g-h / Tab. 3.4). 
Multivariate Cox-Regressions Analysen zeigen zudem, dass EDN3 „Niedrig-
Exprimierer“ ein annähernd doppelt erhöhtes Risiko haben an Brustkrebs zu 
versterben [Hazard Ratio = 1,98 ; p=0,025] (Tab. 3.5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.30: Klinische Relevanz differentieller EDN3-Protein Expression im 
Mammakarzinom: (a-b) Starke Expression in normalen Brustgewebe. (c-d) 
Invasiv duktales Karzinom mit moderater Expression. (e-f) Substanzieller EDN3-
Protein Verlust in invasiv duktalem Karzinom. (g) Brustkrebs-spezifisches 
Überleben. (h) Rezidiv-freies Überleben. Vergrößerung (a, c, e = 100x / b, d, f = 
200x). 
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Parameter in Relation zu 
Überlebensrate 
Anzahl Ereignisse p-Wert Anzahl Ereignisse p-Wert 
Alter bei Diagnoseb   
<59 Jahre 83 28 83 19 
 59 Jahre 63 25 
0,163 
67 29 
0,005 
Tumor Größe   
pT1 47 11 48 9 
pT2-pT4 97 42 
0,007 
100 39 
0,013 
Lymphknotenstatusc   
pN0 67 9 67 10 
pN1-pN3 76 41 
<0,001 
80 35 
<0,001 
Histologischer Grad   
G1 und G2 81 23 83 19 
G3 64 30 
0,008 
66 29 
0,002 
Histologischer Typ   
Duktal 120 46 122 40 
Lobulär 11 4 12 5 
Andere 15 3 
0,376 
16 3 
0,474 
Tumorfokalität   
Unifokal 127 44 130 39 
Multifokal 18 9 
0,158 
19 9 
0,082 
Östrogen-Rezeptor   
Negativ (IRSd2) 38 16 38 16 
Positiv  (IRS>2) 79 25 
0,351 
83 22 
0,101 
Progesteron-Rezeptor   
Negativ (IRSd2) 81 32 85 32 
Positiv  (IRS>2) 40 11 
0,214 
40 8 
0,056 
Her2 Status   
Positiv  (IHC: 0,+1) 101 38 105 33 
Negativ (IHC: 0,+1) 23 9 
0,840 
23 9 
0,445 
EDN3 Expression       
Niedrig (IRSd<8) 67 28 68 28 
Hoch    (IRSd8) 79 25 
0,167 
82 20 
0,022 
 
Tab 3.3 
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Klinikopathologische Parameter in 
Relation zur EDN3 Expression 
Anzahl Niedrig 
(IRS<8) 
Hoch (IRS8) p-Wert 
Parameter 
Alter bei Diagnoseb 
<59 Jahre 83 36 47 
 59 Jahre 67 32 35 
0,632 
Tumor Größe 
pT1 48 21 27 
pT2-pT4 100 47 53 
0,728 
Lymphknotenstatusc 
pN0 67 29 38 
pN1-pN3 80 37 43 
0,742 
Histologischer Grad 
G1 und G2 83 35 48 
G3 66 33 33 
0,408 
Histologischer Typ 
Duktal 122 53 69 
Lobulär 12 5 7 
Andere 16 10 6 
0,385 
Tumorfokalität 
Unifokal 130 61 69 
Multifokal 19 7 12 
0,467 
Östrogen-Rezeptor 
Negativ (IRSd2) 38 19 19 
Positiv  (IRS>2) 83 45 38 
0,698 
Progesteron-Rezeptor 
Negativ (IRSd2) 85 41 44 
Positiv  (IRS>2) 40 21 19 
0,704 
Her2 Status 
Positiv  (IHC: 0,+1) 105 48 59 
Negativ (IHC: 0,+1) 23 14 9 
0,169 
     
     
Tab 3.4 
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Multivariate Cox 
Regression 
(Parameter, die das 
Brustkrebs-
spezifische 
Überleben 
beeinflussen) 
P-Wert 
Hazard 
Ratio 
CI 95% 
Untere 
CI 95% 
Obere 
 
Alter 0,005 1,04 1,01 1,06 
Tumor Größe 
pT1 1,00 
pT2-pT4 
0,109 
1,87 
0,87 4,04 
Lymphknotenstatusc 
pN0 1,00 
pN1-pN3 
0,002 
3,12 
1,53 6,33 
Histologischer Grad 
G1 und G2 1,00 
G3 
0,013 
2,17 
1,18 3,99 
EDN3 Expression 
Stark 1,00 
Niedrig 
0,025 
1,98 
1,09 3,61 
 
  
     
   
 
  
 
3.5.4 Untersuchungen zum EDN3 mRNA Expressionsverlust in 
Brustkrebszelllinien 
Das Amino-terminale Ende der Peptidstruktur von EDN3 variiert deutlich von der 
Struktur der Pedptide EDN1 und EDN2 (Abb. 3.31) Da diese Region aus der 
Grundstruktur der EDNs herausragt, so werden dieser Domäne 
Hauptbindungseigenschaften mit EDN-Rezeptoren zugeschrieben. Die Funktion 
von EDN3 kann somit unter Umständen eine andere darstellen, als sie für EDN1 
und EDN2 beschrieben werden. Aus diesem Grunde wurden die beiden anderen 
Mitglieder der Endothelin-Genfamilie ebenfalls auf mögliche 
Expressionsunterschiede in Brustkrebszelllinien untersucht. Abb. 3.31 
verdeutlicht, dass EDN1 bedeutend stärker in Krebszelllinien exprimiert vorliegt 
als in nicht-tumorgenen Zelllinien. Im Mittel lag der Faktor der Überexpression 
von EDN1 in den Brustkrebszelllinien MCF7. SK-BR-3, MDA-MB-231 und BT-20 
um das 13,9 fache höher als in nicht-tumorgenen Zellen. EDN2 wurde im 
Tab 3.5 
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Vergleich zur mRNA-Expression in MCF-12A Zellen in SK-BR-3 Zellen deutlich 
überexprimiert. In den anderen Zelllinien war hier kein Unterschied erkennbar. 
Der Verlust der EDN3 mRNA Expression scheint somit in Brustkrebszelllinien mit 
einer EDN1-Überexpression einherzugehen. 
 
 
Abb. 3.31: (oben) Das Alignment der Primärstruktur des EDN1, EDN2 und EDN3 
Proteins zeigt deutliche Abweichungen bei EDN3 am Amino-terminalen Ende 
(rot). Diese Domäne ragt bei der Proteinfaltung aus dem Moleküle hervor und 
gewährleistet unter anderem Interaktionen mit Rezeptoren und anderen 
Molekülen. (unten) Die Real-Time PCR Ergebnisse für die Endotheline zeigen eine 
Überexpression von EDN1 und eine deutliche Abregulation von EDN3 in den 
gleichen Proben. 
 
3.5.5 Methylierung des EDN3 Promoters in Brustkrebszelllinien 
Es gilt mittlerweile als bewiesen, dass eine Hypermethylierung von 
Promoterbereichen zu einer transkriptionellen Inaktivierung von Genen führen 
kann (Rodríguez-Paredes & Esteller, 2011). Von allen drei Endothelin-Genen 
konnte lediglich bei EDN3 eine Region von hoher CpG Dichte im Promoter 
detektiert werden (Abb. 3.32). Aus diesem Grunde wurde der EDN3 CpG 
Methylierungsstatus mittels methyl-spezifischer PCR (MSP) anhand von bisulfit-
behandelter DNA von nicht-malignen humanen Gewebeproben, sowie anhand 
R
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von drei nicht-tumorgenen Brustzelllinien sowie vier Brustkrebszelllinien 
untersucht. Die verwendeten Primer zeigten in vorangehenden Sensitivitäts-
Tests, dass es möglich ist 1% methylierte EDN3-DNA Moleküle unter 
unmethylierten Molekülen zu detektieren (Abb. 3.32). Mit Hilfe dieser Methode 
wurde keine Promotermethylierung in HMEC Zellen, humanem Plazentagewebe, 
Lymphozyten oder auch nicht-tumorgenen MCF-10A Zellen detektiert (Abb. 
3.33). In nicht-tumorgenen MCF-12A Zellen war ein schwaches 
Methylierungssignal zu verzeichnen. Von den Brustkrebszelllinien zeigten MDA-
MB231 und MCF-7 einen methylierten EDN3-Promoter, während in BT20 Zellen 
sowohl unmethylierte als auch methylierte EDN3-DNA Motive detektiert werden 
konnten. In SK-BR-3 Zellen lag, ähnlich wie bei gesundem Gewebe oder 
Zelllinien, keine Methylierung vor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.32: (a) Vorhersagen von CpG-Inseln innerhalb der Endothelin-Familie 
zeigen eine Verdichtung von CpG-Motiven im EDN3 Promoterbereich. (b) Eine 
Verdünnungsreihe von in vitro polymethylierter DNA und unmethylierter DNA 
zeigt eine Sensitivität der verwendeten MSP Primer von 1%. 
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In einem weiteren Ansatz sollte untersucht werden, inwiefern eine in-vitro 
Demethylierung des EDN3-Promoterbereiches durch 5-Aza-2-deoxycytidine, 
einem Methyltransferase-Inhibitor, in Kombination mit Trichostatin A, einem 
Histondeacetylase-Inhibitor, die mRNA-Expression beeinflusst. Abb. 3.33 macht 
dabei deutlich, dass eine Demethylierung des EDN3-Promoters in MDA-MB231 
und MCF-7 Zellen zu einer deutlichen Expressionsteigerung um den Faktor 28-47 
führt. Zelllinien mit schwächerem Methylierungssignal zeigten hingegen eine 
geringere Induktion der Expression um den Faktor drei in BT20 und um den 
Faktor fünf in MCF-12A Zellen. In Zelllinien mit zuvor unmethylierten 
Promoterbereichen, wie z.B. SK-BR-3 oder MCF-10A, blieb die EDN3-Expression 
hingegen annähernd unverändert.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.33: EDN3-Promotermethylierungsanalyse. (a) Der EDN3-Promoter liegt 
in HMEC und nicht-malignen Geweben unmethyliert vor. (b+c) EDN3 
Promotermethylierungsanalysen in Brustkrebsproben, vor und nach Behandlung 
mit 5-Aza-2-Deoxycytidin und Trichostatin A, zeigen eine Reexpression von 
EDN3-mRNA in Zelllinien wenn sie zuvor ein starkes Methylierungssignal zeigten.  
3. Resultate 
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3.5.6 Prävalenz von EDN3-Promotermethylierung in Mammakarzinomen 
Aufgrund der in Zellkulturen gewonnenen Erkenntnisse wurde im Weiteren der 
Promotermethylierungsstatus anhand von 128 Brustkrebsproben analysiert. 
Dabei zeigte sich, dass 89 dieser Proben (69,5%) einen methylierten EDN3-
Promoter aufwiesen (Abb. 3.34), wohingegen die übrigen 30,5% nicht von 
solchen epigenetischen Modifikationen betroffen zu sein schienen. Keines der 
parallel untersuchten, gesunden Brustgewebeproben wurde positiv auf eine 
EDN3-Promotermethylierung getestet. Aufgrund der Kontamination jeder 
Gewebeprobe mit unterschiedlichen Anteilen von Stroma-Zellen und 
Endothelzellen, wurden in jeder Probe ebenfalls unmethylierte DNA-Moleküle 
identifiziert, ein Nebeneffekt, der bereits von anderen Arbeitsgruppen 
beschrieben wurde (Suzuki et al., 2008). 
Im Folgenden wurde untersucht, wie stark eine vorliegende 
Promotermethylierung die EDN3-mRNA Expression in diesen Geweben 
beeinflusst. Hierzu wurde die Expression aus insgesamt 71 Gewebeproben mit 
ihrem Methylierungsstatus korreliert. Abb. 3.34 verdeutlicht dabei die Verteilung 
der „methylierten“ Gruppe und die der „unmethylierten“ Gruppe. Während 
Tumorproben mit unmethyliertem Promoter eine ähnliche EDN3-Expression 
aufwiesen wie sie in gesundem Brustgewebe gefunden wird, so konnte in 
Brustkrebsproben mit methyliertem Promoter eine signifikante Abregulation der 
EDN3-mRNA Expression im Vergleich zu unmethylierten Proben detektiert 
werden (P=0,005 nach Mann-Whitney U Test). Da bereits eine klinische Relevanz 
für den Verlust von EDN3-Protein beschrieben werden konnte, stellte sich dabei 
die Frage, inwiefern auch EDN3-DNA Methylierung im Bereich des Genpromoters 
klinische Relevanz zeigt. Ergebnisse einer univariaten Analyse von EDN3-
Methylierungsstatus und Alter bei Diagnose, Tumorgröße, Lymphknotenstatus, 
histologischem Typ und Östrogen- und Progesteron-Rezeptor Positivität zeigen 
dabei, dass solche epigenetische Ereignisse, trotz ihrer Häufigkeit in 
Brustkrebsproben, nicht miteinander assoziiert sind (Tab. 3.6). Im Gegenteil zu 
EDN3 Protein bestand hier ebenfalls kein Zusammenhang zwischen 
Promotermethylierung und Brustkrebsspezifischem Überleben oder Rezidiv-
freiem Überleben (P=0,703 bzw. P=0,632). 
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Abb. 3.34: EDN3 Promotermethylierung beim Mammakarzinom. (a) MSP 
Ergebnisse von Tumorgewebe und korrespondierendem Normalgewebe. (b) Ein 
Box Plot Diagramm verdeutlicht anhand von 71 analysierten Proben den 
signifikanten Zusammnenhang zwischen EDN3 Methylierung und der mRNA 
Expression (p=0,005). 
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Parameter in Relation zu 
EDN3 Promotermethylierung 
Anzahl Unmethyliert        
        (%) 
Methyliert  
     (%) 
p-Wert 
Gesamt                                      128              39 (30,5)           89 (69,5) 
Alter bei Diagnoseb 
<59 Jahre 64 22 (34) 42 (66) 
 59 Jahre 64 17 (29) 47 (71) 
0,443 
Tumor Größe 
pT1 44 15 (34) 29 (66) 
pT2-pT4 72 21 (29) 51 (71) 
0,680 
Lymphknotenstatusc 
pN0 57 16 (28) 41 (72) 
pN1-pN3 51 17 (33) 34 (67) 
0,676 
Histologischer Grad 
G1 und G2 68 18 (26) 50 (74) 
G3 49 18 (37) 31 (63) 
0,310 
Histologischer Typ 
Duktal 103 32 (31) 71 (69) 
Lobulär 15 5 (33) 10 (67) 
Andere 6 1 (17) 5 (83) 
0,849 
Östrogen-Rezeptor 
Unifokal 33 11 (33) 22 (67) 
Multifokal 85 24 (28) 61 (72) 
0,655 
Progesteron-Rezeptor 
Negativ (IRSd2) 33 11 (33) 22 (67) 
Positiv  (IRS>2) 85 24 (28) 61 (72) 
0,655 
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4. Diskussion: 
4.1 SFRP1 und seine Bedeutung innerhalb des WNT Signalweges 
bei der Suche nach neuen Krebs-assoziierten Molekülen 
Mitte August 2010 wurden zum ersten Mal die Ergebnisse einer Studie der 
American Cancer Society veröffentlicht, die zum Ziel hatte, den globalen 
wirtschaftlichen Schaden, der durch Krebserkrankungen entsteht beziffern zu 
können (John & Ross, 2010). Nach dem Report “The Global Economic Cost of 
Cancer“ stellen Krebserkrankungen aus wirtschaftlicher Sicht, die bedeutendste 
Todesursache beim Menschen dar. Die globalen Kosten, die durch 
Krebserkrankungen entstehen werden mit etwa 900 Milliarden US-Dollar jährlich 
beziffert. Allein Brustkrebserkrankungen, als häufigste Krebsform bei der Frau, 
resultieren in einem jährlichen wirtschaftlichen Schaden von etwa 90 Milliarden 
US-Dollar (John & Ross, 2010).  
Angesichts dieser Gegebenheiten ist es nicht verwunderlich, dass aus 
wirtschaftlicher Sicht in Bezug auf Krebserkrankungen, insbesondere auch 
Brustkrebs, ein immenses globales Markt-Volumen besteht. Daher wird derzeit 
intensiv Forschung betrieben um neue nützliche Wirkstoffe/Moleküle ausfindig zu 
machen, die eine Verbesserung der Behandlung und Diagnose von Krebs z.B. 
soliden Tumoren, insbesondere Brusttumoren ermöglichen. 
Ein erheblicher Anteil kommerzieller und akademischer Mittel werden eingesetzt 
um therapeutische Agenzien zur Behandlung diverser Krebs Arten identifizieren 
zu können. Herceptin, ein humanisierter Antikörper mit Zulassung für die 
Behandlung HER2-positiver metastasierender Brustkrebsformen ist ein gutes 
Beispiel hierfür (Weidner et al., 1990). Tykerb stellt einen Kinase-Inhibitor dar 
welcher in HER2-positiven Patientinnen neben ErbB-2 auch EGFR Kinasen zu 
inhibieren vermag. Eine vergleichbare bzw. sogar bessere Wirksamkeit dieser 
Wirkstoffe im Vergleich zu Herceptin ist in Zukunft durchaus denkbar. Erste 
klinische Studien des monoklonalen Antikörpers Pertuzumab (Handelsname: 
Omnitarg) in Kombination mit TDM-1, einem mit einem Chemotherapeutika 
konjugiertem Antikörper, zeigen vielversprechende Resultate bei Patientinnnen 
mit Tumoren, die kein Ansprechen auf eine Herceptin Therapie zeigten (Seidman, 
2010). In HER2-negativen Patientinnen bietet diese Form von Therapie jedoch 
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keinen klinischen Benefit. Dies verdeutlicht im Hinblick auf Brustkrebs 
eindrucksvoll die Problematik der multifaktoriellen Natur unterschiedlicher 
Krebsformen: Die Krankheit kann mehrere unterschiedliche Ursachen haben, die 
jedoch in ähnlichen Symptomen und Erscheinungsbildern resultieren können. 
Dies verdeutlicht auch, weshalb es weiterhin wenig standardisierte Medikationen 
und Behandlungsmethoden für Patienten gibt. Somit stellt, trotz bedeutender 
Fortschritte in der Früherkennung und der Folgetherapie, die Diagnose und 
Behandlung sowie die Stratifikation von Therapieoptionen weiterhin eine klinische 
und soziale Herausforderung dar. 
Aus diesem Grunde könnten Antagonisten des WNT-Signalweges, unter anderem 
die Gruppe der „secreted frizzled related proteins“, in Zukunft Beitrag leisten für 
neue, innovative Therapieansätze (Bovolenta et al., 2008). Es ist bekannt, dass 
der WNT-Signalweg und seine Antagonisten, wie die SFRPs, eine zentrale Rolle in 
der Entwicklung solider Karzinome, nicht nur Brustkrebs, darstellt (Joesting et 
al.,2008; Lo et al., 2006; Duplaa et al., 2002). Wie bereits nachgewiesen, 
werden unter anderem bedeutende Onkogene wie c-myc und Cyclin D1 durch 
WNT aktiviert, die die Tumorentwicklung fördern können, wenn sie fehlerhaft 
oder kontinuierlich in der Zelle aktiviert werden (Morse et al., 1988; Lantsov et 
al., 2005; Gladden & Diehl, 2005; He et al., 1998). 
So können beispielsweise WNT Zielgene via kanonischem (ß-catenin-
abhängigem) und nicht-kanonischem (z.B. planar cell polarity pathway, 
WNT/Ca2+ pathway, EGFR-mediated) Signalweg (Schlange et al., 2007) 
konstitutiv aktiviert werden, wenn Antagonisten des Signalweges nicht mehr 
ausreichend vorhanden sind. So wurde eine Reaktivierung von WNT-
Signalkaskaden in Tumoren zuletzt mit Tumorprogression und schlechter 
Prognose assoziiert (Janssen et al., 2006). SFRP-Moleküle stellen, so wird 
aufgrund ihrer Homologie postuliert, eine Gruppe dieser Antagonisten dar, die in 
einer Vielzahl von unterschiedlichen Tumoren in Expression und Funktion 
nachweislich verloren zu gehen scheinen (Bovolenta et al., 2008). Diese Theorie 
konnte innerhalb dieser Arbeit anhand der in-situ Hybridisierungsdaten, 
Immunhistochemie Daten sowie Expressionsanalysen in diversen Zelllinien, 
bestätigt werden. In der gesunden Zelle sind SFRPs unter anderem vermutlich in 
der Lage WNT-Moleküle zu binden und somit die Bindung von WNT Liganden an 
ihre zugehörigen Rezeptoren der Frizzled-Familie zu unterbinden. Bestimmte 
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Prozesse, die bei der Entwicklung des Organismus als Embryo oder der 
Erneuerung von Gewebe erforderlich sind, in der adulten oder ruhenden Zelle 
aber nicht mehr von Nutzen sind, können so kontrolliert werden. Die Homologie 
von beispielsweise SFRP1 zum Frizzled-Rezeptor könnte somit für eine 
konkurrierende Bindung von SFRP1 an WNT-Liganden sprechen, welche in einer 
Inhibition oder Unterdrückung des WNT Signalweges resultiert und wiederum die 
tumor-suppressiven Eigenschaften des SFRP-Moleküles erklären könnte. So 
sprechen Beobachtungen einer negativen Modulation des Signalweges bei 
Wechselwirkungen zwischen der WNT Signalkaskade und SFRP1 für diese 
Theorie. Ebenso wird über begünstigende Effekte auf Tumorzellen spekuliert, 
wenn SFRP1 in niedrigeren Konzentrationen vorliegt (Lin et al., 2000, Dufourag 
et al., 2002). Es blieb bisher jedoch weiterhin weitestgehend unverstanden, wie 
ein pathologischer Verlust von SFRP1, spezifisch die Zellantwort beeinträchtigt. 
Welche Zielgene, welche Signalwege werden reaktiviert? Welche Bedeutung hat 
ein pathologischer Verlust von WNT-Antagonisten wie SFRP1 für die Zelle? 
Handelt es sich um eine Schlüsselstelle in der Tumorgenese, dem Zeitpunkt der 
malignen Veränderung der gesunden Zelle zur Tumorzelle, oder stellt sie doch 
eher eine sekundäre Veränderung dar, die indirekt erst aus dem Phänotyp der 
bereits veränderten Tumorzelle resultiert? 
4.2 SFRP1 wirkt auf Brustkrebszellen tumorsuppressiv 
In den letzten Jahren wurde versucht die postulierte tumor-suppressive Rolle von 
SFRP1 mehr und mehr zu entschlüsseln und zu charakterisieren. So ist 
mittlerweile bekannt, dass die SFRP1 Expression im Zuge der Entwicklung vieler 
humaner solider Tumore aufgrund von Hypermethylierung des SFRP1 
Genpromoters verloren zu gehen scheint. Dies konnte unter anderem für das 
Colon Karzinom (Caldwell et al., 2004), das Lungen Karzinom (Fukui et al. 
2005), das Prostata Karzinom (Lodygin et al., 2005), das Mammakarzinom 
(Veeck et al., 2006), das Magenkarzinom (Nojima et al., 2007) und nicht zuletzt 
das klarzellige Nierenkarzinom unter anderem im Rahmen dieser Arbeit (Dahl et 
al., 2007) gezeigt werden. In aktuellen Arbeiten konnte diese Tendenz für das 
nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (Zhang et al., 2010) und Medulloblastoma 
(Kongkham et al., 2010) ergänzt werden. In einigen dieser Tumor Entitäten 
stellte sich heraus, dass eine Assoziation zwischen Verlust der SFRP1 Expression 
aufgrund von Hypermethylierung des Genpromoters und agressiveren 
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Krebstypen besteht, die in einem geringeren Gesamtüberleben der Patienten 
resultierten. So konnte beispielsweise für Brustkrebs gezeigt werden, dass 
Brustkrebspatienten mit hypermethylierten SFRP1 Promotorbereichen (und somit 
SFRP1-negativen Tumoren) eine deutlich reduzierte Überlebensrate aufweisen als 
Patienten mit SFRP1-positiven Tumoren (Veeck et al., 2006). Dies geht einher 
mit Erkenntnissen, die im Rahmen dieser Arbeit an Zelllinien unterschiedlichen 
Invasivitätspotentials gewonnen wurden. Hoch invasive Zelllinien (MDA-MB-231, 
MDA-MB-531), hatten besonders niedrige SFRP1-mRNA Konzentrationen 
intrazellulär nachweisbar im Vergleich zu Zelllinien, die aus benignen Zellen 
generiert wurden oder Zellen mit geringem Invasivitätspotential. In dieser Arbeit 
wurde desweiteren zum ersten Mal hinsichtlich der SFRP1 Expression, der 
Ursprung der Zellen im Gewebe berücksichtigt und nach basalem und luminalem 
Typ sowie Invasivitätspotential analog zu einer Arbeit von Neve et al. 2006 
getrennt charakterisiert. So zeigen Krebs-Zelllinien mit luminalem Phänotyp gar 
keine Expression von SFRP1. Bei Zelllinien basalen Ursprungs, die klinisch häufig 
eine besonders ungünstige Prognose aufweisen, zeigte sich hingegen ein 
heterogeneres Expressionsbild. Hier waren die Schwankungen hinsichtlich des 
SFRP1 Expressions-Niveaus und des Invasivitäts-Potentials der Zellen am 
größten. Belegt wurden diese Untersuchungen durch 
Promotermethylierungsanalysen, bei denen gezeigt werden konnte, dass 
Zelllinien mit kaum nachweisbarer SFRP1-Expression einen methylierten Gen-
Promoter aufweisen. Diese Untersuchungen belegen zusätzlich Zellkultur-
Experimente von Schlange et al. (2007), Suzuki et al. (2008), dass SFRP1 
tumor-suppressive Eigenschaften vermitteln könnte.  
Um die initialen Fragestellungen I a) und I b) aus der Zielsetzung der 
vorliegenden Arbeit beantworten zu können (siehe Kapitel 1.3), wurden zwei 
unterschiedliche SFRP1-Zellmodelle konstruiert, von denen in einer „gesunden“ 
Brustzelllinie (MCF-10) ein SFRP1 Verlust mittels RNA Interferenz simuliert 
wurde, und zum anderen in einer SFRP1-defizienten Brustkrebszelle (SK-BR-3) 
SFRP1 durch stabile Zelltransfektion wieder reaktiviert wurde. Anhand dieser 
Zellmodelle konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit unter anderem gezeigt 
werden, dass SFRP1-defiziente SK-BR3- und MCF-10A-Zellen ein diffuseres 
Wachstum zeigen als Zellen mit intakter SFRP1 Funktion. Die Ergebnisse der 
Signalwegs-Analysen innerhalb dieser Arbeit könnten somit daraufhin deuten, 
dass als Ursache hierfür neben einer gesteigerten Proliferationsrate der Zellen, 
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insbesondere durch eine vermehrte Aktivierung von Zielgenen des kanonischen 
WNT-Signalweges und MAPK-Signalweges (wie z.B. c-myc, CD44, FOS, FOSB, 
CSF2) (He et al., 1998, Seger & Krebs, 1995) ebenfalls Veränderungen der 
Zelladhäsivität untereinander, durch Unterschiede in der Wirkung von CAMs 
sowie Cadherinen, mitverantwortlich zu sein scheinen. Die Bedeutung von -
Catenin als zentrales WNT-Signalwegs-Molekül bei der Ausbildung von Cadherin-
Komplexen beim Prozess der Adhärenskontaktbildung lässt diese Beobachtungen 
zudem logisch erscheinen (Okegawa et al., 2004). Der Auf-und Abbau 
verankernder Zellverbindungen an der EZM stellt einen wichtigen Prozess bei der 
Migration und Metastasierung von Zellen dar (Huttenlocher et al., 1997; Zaidel-
Bar et al., 2004; Zamir & Geiger, 2001). So zeigten SFRP1-defiziente SK-BR-3-
Zellen in dreidimensionalen Matrigel-Assays, Colony Formation Assays als auch in 
Zell-Scratch Assays ausgeprägtere migratorische Eigenschaften, vermutlich 
verursacht durch eine reduzierte Zell-Zelladhäsion (Cadherinkomplexe) und einer 
verstärkten fokalen Adhäsion an Moleküle der EZM. Somit ließen sich auch 
Veränderungen erklären, die in Zelladhäsions-Studien an Zellen und 
Extrazellulärmatrix (hier: die Substanz Matrigel) beobachtet werden konnten. 
Während Zell-Zellkontakte unter Umständen über eine geringere 
Ausbildung/Konservierung von Desmosomen und Adhärenskontakten in SFRP1-
defizienten Zellen geschwächt werden könnten, so nimmt die Adhäsion und 
Proliferation an/in der simulierten Extrazellulärmatrix möglicherweise zu. Durch 
das vermehrte Sezernieren spezifischer Matrixmetalloproteasen (z.B. MMP1), ist 
eine Invasion von Krebszellen in das Umfeld hinein und darüberhinaus in 
Lymphbahnen bei Metastasierungsprozessen vermutlich schneller möglich 
(Montero et al., 2006; Saunders et al., 2005; Baba et al., 2004). Dabei könnten, 
laut Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, eine Vielzahl von 
Matrixmetalloproteinasen, die CAM-Komplexe sowie Cadherin-Dimere spalten 
können, eine bedeutende Rolle bei diesen Prozessen spielen. Dies bestätigen 
unter anderem Arbeiten von Masckauchan et al. 2006 und Wu et al. 2007, die 
MMPs als Zielgene des nicht-kanonischen WNT/Ca2+ Signalweg identifizierten. 
Neben der Degradation diverser EZM-Moleküle können MMPs jedoch auch 
Substrate zu bioaktiven Molekülen prozessieren. Sie können die Freisetzung 
apoptotischer Signale (z.B FAS Ligand) auslösen oder auch zur 
Aktivierung/Inaktivierung von Cytokinen beitragen (Rundhaug, 2003; Wu et al., 
2007). Reguliert werden sie unter anderem durch COX-2, welches sich ebenfalls 
4. Diskussion 
 115 
unter den 100 am stärksten deregulierten Genen befand (Pillinger et al., 2003). 
Die zwei am stärksten deregulierten Vertreter der MMP-Genfamilie waren MMP1 
und MMP10.  
MMP1 katalysiert beispielsweise die Degradation insbesondere von Collagen I, II, 
III, VII und X. Es ist somit wesentlich an der Remodellierung der EZM beteiligt. 
MMP1 stellt außerdem vermutlich einen prognostischen Marker bei 
Metastasierungsprozessen in fortgeschrittenen Stadien des Magenkarzinoms und 
des Mammakarzinoms dar (Bao et al., 2010; Cheng et al., 2008). Es wird 
postuliert, dass MMP1 die Platzforderung schnell wachsender Tumore ermöglicht, 
indem es die EZM in Gewebearealen, die starken Proliferationsprozesse 
unterliegen, z.B bei der Gewebeerneuerung, degradiert (Baba et al., 2004). 
MMP10 ein weiteres durch SFRP1 stark abreguliertes Gen, katalysiert die 
Degradation weiterer wichtiger Moleküls der EZM, dem Fibronectin sowie Gelatine 
vom Typ I, III, IV und V. Ein diffuseres Zellwachstum, initiiert durch ein 
gesteigertes Zellproliferationsverhalten, sowie Veränderungen der Zell-
Zelladhäsion stellen somit Schlüsselprozesse bei der Invasivität und 
Metastasierung von Tumoren dar (Cavallaro & Christofori, 2001; Tolboom et al. 
2002, Saunders et al. 2005). Bestrebungen zur Inhibition von Molekülen der 
MMP-Familie existieren bereits seit mehr als 20 Jahren. Jedoch haben sich MMP-
Inhibitoren der ersten Generation in ersten klinischen Phase-I Studien als 
enttäuschend herausgestellt. Eines der Hauptprobleme stellt dabei bei MMP-
Inhibitoren die richtige Dosierung dar, da MMP-Inhibitoren Krebszellen nicht 
direkt abtöten, sondern, so wird postuliert, in die Blutversorgung (Angiogenese) 
des Tumors eingreifen (Rundhaug et al. 2003).  
 
4.3 Die Bedeutung von SFRP1 bei der Übermittlung 
proinflammatorischer Signale 
Es besteht derzeit ein geringer Kenntnisstand inwiefern SFRP1 bei der Regulation 
von proinflammatorischen Signalen  beteiligt ist. Innerhalb der vorliegenden 
Arbeit wurde anhand der zwei Zellmodelle ein signifikanter Zusammenhang 
zwischen SFRP1 und inflammatorischen Molekülen gefunden. Inwiefern sich 
dieser mögliche Zusammenhang auch auf andere Zellmodelle oder gar 
Tumorproben übertragen lässt bleibt dabei zunächst offen. Eine Vielzahl von 
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Veröffentlichungen weist jedoch auf eine Verbindung zwischen WNT/Ca2+-
Signalweg und der Ausschüttung proinflammatorischer Signale hin (Pereira et al., 
2008; Wu et al., 2007; Ojalvo et al., 2010). So stimulieren die gefundenen 
Cytokine, insbesondere IL1β die Proliferation von Thymozyten, eine weitere 
Ausschüttung von Interleukinen, die B-Zellreifung, und die Aktivität von 
Fibroblasten Wachstumsfaktoren (Seelentag et al., 1989, Hamilton et al., 1992). 
Proinflammatorische Moleküle wie die gefundenen Cytokine TNF, IL8, IL1 und IL6 
veranlassen darüberhinaus z.B. Zellen des Gefäßendothels zu einer vermehrten 
Bildung von Adhäsionsmolekülen wodurch Leukozyten in entzündlichen Gebieten 
andocken können. Neutrophile Granulozyten können so Orte der Freisetzung 
infiltrieren (= Chemotaxis). Man spricht bei dieser Art von Cytokinen auch von 
Chemokinen. Die T-Helferzellen produzieren je nach Unterart (TH1 oder TH2) 
dann wiederum verschiedene Zytokine, die B-Lymphozyten, bzw. Plasmazellen, 
zu einer Produktion unterschiedlicher Klassen Immunglobuline veranlassen 
(Seelentag et al., 1989; Jansen et al., 1992). Im Hypothalamus bewirkt z.B. TNF 
desweiteren eine Verstärkung der Prostaglandinsynthese durch COX1 und COX2. 
Die charakterisierten Cytokine innerhalb dieser Arbeit stellen daher im Körper 
starke endogene Pyrogene dar; Paracetamol und ASS wirken beispielsweise über 
Blockade dieser Moleküle fiebersenkend. 
Eine vermehrte Expression dieser Interleukine, sowie einer Vielzahl von Genen 
der FGF Familie, konnten in den DNA Array Analysen nachgewiesen werden. IL-1 
Proteine gelten laut Literatur somit als endogene Pyrogene, die nachweislich die 
Freisetzung von Prostaglandin und Collagenasen, wie z.B die MMPs, aus 
synovialen Zellen durch die Aktivierung von COX2 freisetzen (Lee et al., 2007; 
Wu, 2008; Steiner et al., 2006). Insbesondere COX2 war aus knapp 40.000 
Genen, die durch die DNA Arrays repräsentiert und analysiert wurden das am 
zweitstärksten deregulierte Gen in SFRP1 defizienten Zellen. Im Durchschnitt fiel 
die Deregulation von COX2 in SK-BR3 SFRP1 Klonen 13,2-fach aus und in MCF-
10A Zellen 2,0-fach aus.  
Doch weshalb könnten diese Beobachtungen  von besonderer Bedeutung sein?  
Die Beteiligung spezifischer Cytokine bei der Tumorentstehung gilt mittlerweile 
durch mehrere unabhängige Studien und Arbeiten als belegt (z.B. Lee et al., 
2007; Marx, 2004; Rundhaug, 2003; De Pittà et al., 2005). Zunächst kann die 
Sekretion proinflammatorischer Signale, wie TNF, das Tumorwachstum 
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zusätzlich beschleunigen. Molekulare Funktionen, die im gesunden Gewebe das 
Abtöten „schadhafter“ Fremdkörper oder Zellen beschleunigen, haben dann einen 
gegenteiligen Effekt. Als Beispiel produzieren Makrophagen mehrere Substanzen 
inklusive TNF, welches wiederum die Aktivität von NFB in Makrophagen selber 
und in Tumorzellen verstärkt. Tumorzellen können dadurch vermehrt Substanzen 
wie CSF-1 und COX-2 produzieren, die die Entzündungsreaktion zusätzlich 
verstärken (Marx, 2004).  
NSAIDs, sogenannte Nichtsteroidale anti-inflammatorische Wirkstoffe können 
diese Entzündungsreaktion lindern. So stellt Aspirin, welches zur ersten 
Generation dieser NSAIDs gehört, einen wirksamen Antagonisten von COX-2 dar. 
COX-2 sowie Gene der CSF-Familie (colony-stimulating factor) lagen stark 
dereguliert in beiden Zellmodellen in dieser Arbeit vor.  
CSF-Moleküle stellen dabei ebenfalls bedeutende Cytokine bei der Rekrutierung 
von Makrophagen in Entzündungszielorte dar. Eine Arbeitsgruppe um Jeffrey 
Pollard und Van Nguyen am Albert Einstein College für Medizin in New York 
konnten beobachten, dass die Infiltration inflammatorischer Zellen, insbesondere 
von Makrophagen, die Entwicklung von Brusttumoren und ihrer Metastasierung 
begünstigen kann (Van Nguyen & Pollard, 2002). Sie deletierten in gentechnisch 
modifizierten Mäusen, die besonders häufig Brustkrebs entwickeln, die Funktion 
eines Cytokins der CSF-Familie, welches unter anderem die Rekrutierung von 
Makrophagen in Gewebe steuert. Interessanterweise entwickelten sich die 
Brusttumoren in den CSF-defekten Mäusen bedeutend langsamer als in Mäusen 
ohne diesen Defekt. Eine Metastasierung wurde hier ebenfalls bedeutend weniger 
beobachtet als in CSF-„intakten“ Mäusen. Van Nguyen & Pollard zeigten 
darüberhinaus, dass insbesondere CSF-1 in humanen Brusttumoren, Ovarial- und 
Uterus-Karzinomen deutlich überexprimiert wird, was mit einer ungünstigen 
Prognose einher zu gehen scheint und durch weitere unabhängige Arbeiten 
bestätigt wurde (Ojalvo et al., 2010). Die Inhibition von COX-2, IL1β und Genen 
der CSF Familie in den Zellmodellen dieser Arbeit, in denen SFRP1 wieder 
reaktiviert wurde, könnten einen Anhaltspunkt darstellen inwiefern SFRP1 neben  
seiner Bedeutung  bei der Tumorgenese auch  Entzündungsprozesse beeinflusst. 
Dafür spricht nicht zuletzt auch die Überexpression von ICAM-1 in SFRP1-
defizienten Zellen. ICAM-1 stellt ein bedeutendes Adhäsionsmolekül an der 
Zelloberfläche dar, welches unter anderem die trans-endotheliale Migration von 
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Leukozyten begünstigt (Williams et al. 2010). Da ICAM-1 jedoch in erster Linie 
auf endothelialen Zellen exprimiert wird, stellt sich hier die Frage der Funktion 
auf epithelialen Zellen. Womöglich könnte es Tumorzellen die Migration beim 
Metastasierungsprozess in Blut/und-oder Lymphbahnen erleichtern (Yang et al., 
2005; Polin et al., 1998; Blaber et al., 2003). Weiterführende Untersuchungen an 
weiteren Zellmodellen und größeren Tumorkollektiven könnten hier weiteren 
Aufschluss geben. 
Im Allgemeinen ist der Zusammenhang von Entzündungsprozessen und der 
Entstehung bösartiger Tumore somit nicht neu. Seit langem ist bekannt, dass 
chronische Leberentzündung z.B durch Hepatitis Viren hervorgerufen oder 
bakteriell induzierte Entzündungen des Magens durch Heliobacter pylori, 
bösartige Tumore entstehen lassen kann. Es wird angenommen, dass für etwa 
15% aller Krebsfälle, Entzündungsprozesse als Ursache angesehen werden 
können (Butel, 2000). Die molekularen Prozesse, die dahinter stecken sind 
hingegen noch weitestgehend unverstanden. Eine kontinuierliche Aktivierung von 
Makrophagen, wie sie bei chronischen Entzündungsprozessen stattfindet, scheint 
hingegen eine kritische Komponente zu sein (Marx, 2004; Frijns & Kappelle, 
2002; Alvaro-Gracia et al., 1989). Eine Vielzahl der Substanzen, die von diesem 
angeborenen Immunsystem freigesetzt werden, können eine Krebsentwicklung 
begünstigen (Qualls & Murray, 2010). Viele der noxischen Substanzen sind 
hochreaktive Sauerstoffverbindungen, die karzinogene Mutationen auslösen 
können. Besonders anfällig sind Zellen dann, wenn sie sich in hohem Maße teilen, 
wie es bei Gewebeschädigungen z.B durch virale oder bakterielle Erreger der Fall 
ist. Makrophagen produzieren ausserdem in hohem Maße Wachstumsfaktoren 
und Enzyme, die Krebszellen aus dem Tumorgewebeverband ablösen können und 
somit die Gefahr einer Metastasierung erhöhen können (Zhang et al., 2010). Die 
konstitutive verstärkte Durchblutung entzündeter Gewebeareale führt vermutlich 
ebenfalls dauerhaft zur Entwicklung neuer Blutgefäße, die das veränderte 
Gewebeareal dann zusätzlich mit Blut versorgen (Dufourag et al., 2002). 
SFRP1 scheint in den Zellmodellen dieser Arbeit, die proinflammatorischen 
Moleküle COX-2, CSF-2, CSF-3, IL1β und weitere Cytokine deutlich zu 
beeinflussen. Dies könnte unter Umständen indirekt über die Inhibition von 
Zielgenen des nicht-kanonischen WNT/Ca2+- stattfinden (Pereira et al., 2008; 
Ojalvo et al., 2010). 
4. Diskussion 
 119 
Inhibitorische Effekte bei Krebs-assoziierten Phänotypen könnten somit in der 
Inhibiton solcher Moleküle oder Pro-Onkogenen liegen. Dennoch stellt sich 
aufgrund der vielseitigen Wirkungsbandbreite dieser Moleküle, ihrer 
intrazellulären Lokalisation oder ihrer ubiquitären Expression, eine gezielte 
Inhibition als problematisch dar. Beispielsweise zog die Pharmafirma Merck im 
September 2004 ihren COX-2 Inhibitor Vioxx, aufgrund vermehrter Fälle von 
Herzinfarkten und/oder Schlaganfällen, vom Markt zurück (Mukherjee et al., 
2001; Couzin, 2004; Couzin, 2005). Werden beispielsweise Proteine, die Ziel 
einer Antikörpertherapie sind ebenfalls in gesunden Geweben ausserhalb des 
Brustgewebes in starkem Masse exprimiert, so kann dies zu erheblichen 
Kreuzreaktionen führen.  
Unter Umständen stellt das Molekül SFRP1 und die mit ihm assoziierten 
Signalwege hier eine Möglichkeit für neue Ansätze dar. 
4.4 Charakterisierung angreifbarer SFRP1-assoziierter 
Zielstrukturen 
Um die initiale Fragestellung I c) aus Kapitel 1.3 beantworten zu können wurden 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit 115 Kandidaten-Gene (61 aus dem SK-BR-3 
Screening / 54 aus dem MCF-10A Screening) beschrieben und hinsichtlich ihrer 
Eignung als Zielstrukturen aufgelistet. Neben COX-2, wurden außerdem 
innerhalb dieser Arbeit mit den Genen ASGR2, GPR44, GPR31, IL13RA2 und 
KCNE4 fünf Kandidatengene anhand eines kleineren Tumorkollektivs mit 
variierenden SFRP1-Spiegeln näher charakterisiert. 
Alle fünf Gene wurden bisher nicht mit Brustkrebs in Verbindung gebracht. 
Jedoch ließ sich anhand des analysierten Tumorkollektivs der Trend zu einer  
verstärkten Expression in SFRP1-defizienten Tumoren mit Ausnahme von ASGR2 
verdeutlichen. Alle fünf Gene neben COX2 wurden bewusst, aufgrund ihrer 
Funktion und ihrer Expressionsunterschiede innerhalb der DNA Array Daten, aus 
115 Genen ausgewählt. 
KCNE4 ist ein auf gesunden epithelialen Zellen extrem schwach exprimiertes 
Kalium/Natrium Kanal Protein, welches für den Ionen-Austausch in der Zelle 
mitverantwortlich ist. Die Krebszelle braucht vermutlich eine höhere Dichte an 
Ionentransport Molekülen um den erhöhten Stoffwechsel gewährleisten zu 
können ohne selber abzusterben (Mello de Queiroz et al., 2006). So ändert sich 
beispielsweise die Expression und Aktivität von Ionenkanälen während der 
4. Diskussion 
 120 
zellulären Differenzierung, d.h während der Zellalterung. Entwickelt sich eine 
differenzierte Zelle zur Tumorzelle, so geht sie wieder zurück in den Zustand 
einer sich teilenden „jugendlichen“ Zelle und exprimiert zum Teil andere 
Ionenkanäle. Die Gruppe der Kalium/Natrium Kanal Proteine wird daher unter 
anderem als geeignete Zielstruktur für therapeutische Agenzien angesehen 
(Villalonga et al., 2007). Analysen an einem kleinen Tumorkollektiv mit 
variierenden SFRP1-Spiegeln innerhalb der vorliegenden Arbeit zeigten im Trend 
eine bedeutend zunehmende Expression von KCNE4 je weniger SFRP1-mRNA in 
den Tumorzellen vorlag. Eine schwach vorliegende Expression in gesunden Zellen 
könnte somit die entsprechende Vorraussetzung für eine ausreichende 
Tumorspezifität bieten. 
Ein weiteres Kandidatengen, auf welches diese Charakteristik zutrifft, kodiert für 
den Prostaglandin D2 Rezeptor GPR44, der die Chemotaxis von Eosinophilen, 
Basophilen und T-Helferzellen (Th2) insbesondere bei allergischen Reaktionen 
steuert (Saito et al., 2002; Chiba et al., 2006). Ähnlich wie COX2 spielt dieses 
Molekül somit ebenfalls beim Prostaglandin-Stoffwechsel eine Rolle. In gesunden 
Zellen scheint GPR44 ebenfalls nur schwach exprimiert zu werden.  
Ein weiteres Molekül der GPR-Klasse, GPR31, bietet aufgrund seiner Lokalisation 
als Transmembranrezeptor auf der Zelloberfläche ein weiteres möglicherweise 
leicht zugängliches Ziel für therapeutische Agenzien. Jedoch ist bisher noch nicht 
viel über GPR31 in der Literatur beschrieben. Es wird derzeit postuliert, dass 
GPR31 die Freisetzung der Metallopeptidase ADAMTS-18 reguliert (Feinmark et 
al., 2008). Ein Bezug zu einer erhöhten Expression von GPR31 und Brustkrebs 
wurde bisher nicht beschrieben. 
IL13RA2 stellt einen weiteren Rezeptor an der Zelloberfläche dar, der bei der 
Internalisierung von Cytokinen eine Rolle zu spielen scheint und in einigen 
SFRP1-defizienten Tumoren deutlich überexprimiert vorlag. So wurde eine 
prinzipielle Eignung als Zielstruktur für tumorgerichtete Kombinationstherapien  
bei Astrozytom-Erkrankungen bereits von Wykoski et al. 2008 diskutiert. 
Zuguterletzt zeigte ASGR2 als weiteres Kandidatengen zwar in den DNA Array 
Experimenten eine Überexpression in Tumoren, jedoch ließ sich dies nicht in gen-
spezifischen Real-Time PCR Analysen bestätigen. Da ASGR2 in Tumoren und in 
gesunden Geweben anscheinend schwach exprimiert wird, könnten hier bereits 
kleinere Expressionsänderungen zu deutlichen Veränderungen im mathematisch 
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errechneten Expressions-Faktor (fold-change) führen. Dies stellt somit ein 
generelles Problem dar, mit dem sich Wissenschaftler, die mit DNA Micro Arrays 
arbeiten konfrontiert sehen. Das Risiko einer Artefaktmessung steigt bei der 
Filterung der Ausgangsdaten, je sensitiver man den Grenzwert für die 
Sondenintensitäten wählt. Daher spielen zusätzliche, verifizierende Ergebnisse 
mittels Real Time PCR Analyse, wie sie innerhalb der vorliegenden Arbeit 
berücksichtigt wurden, eine bedeutende Rolle bei der Interpretation von Array-
Expressionsdaten (Draghici et al., 2006). In Bezug auf die benannten Gene sind 
daher weiterführende Analysen an umfangreicheren Tumorkollektiven nötig um 
präzise Aussagen hinsichtlich einer letztendlichen Eignung als Tumormarker 
treffen zu können. 
  
4.5 EDN3 und seine Bedeutung bei der Suche nach neuen Krebs-
assoziierten Molekülen 
Die Bedeutung von Endothelinen bei der Tumorgenese stand bereits im Fokus 
von einer Vielzahl von unabhängigen Veröffentlichungen (Bagnato et al., 2005; 
Smollich & Wulfing, 2007). So besteht bereits ein umfangreicher Kenntnisstand 
hinsichtlich der onkogenen Wirkung von EDN1 und EDN2  bei der 
Tumorentstehung. Im Gegensatz zu diesen recht gut untersuchten Molekülen der 
Endothelin-Achse, gibt es kaum Informationen über die Rolle von EDN3 bei der 
Initiation und Progression von Krebs. 
Innerhalb von initialen Untersuchungen an Brustkarzinomproben konnte gezeigt 
werden, dass EDN3-mRNA in einer Vielzahl von Karzinomproben in seiner 
Expression verloren geht. Die Ursachen hierfür waren bisher nicht geklärt. Eine 
ausgeprägte Expression in gesundem Gewebe wie z.B. Brustgewebe, wie es 
durch cDNA Dot Blots und Real-Time PCR Analysen gezeigt werden konnte, 
spricht somit für eine funktionelle Bedeutung dieses Moleküls in epithelialen 
Geweben wie dem Brustdrüsengewebe. Quantitative PCR Ergebnisse zeigten 
zudem eine deutliche Verlustrate von EDN3-mRNA Expression in 
Brustkrebsproben, was im Gegensatz zu der beobachteten Expression von EDN1 
und EDN2 mRNA in Tumoren steht. Dies spricht nicht zuletzt für eine divergente 
funktionelle Eigenschaft von EDN3 bei der Tumorgenese. Gestützt wird diese 
Hypothese durch Beobachtungen von Grimshaw und Kollegen, die ebenfalls 
zeigen konnten, dass eine Überexpression von EDN1 und EDN2 in Tumoren mit  
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einer Abregulation von EDN3-mRNA einherzugehen scheint (Grimshaw, 2005). 
Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass eine 
verminderte EDN3-Expressionsrate sich auch auf Proteinebene nachweisen lässt. 
Die beobachteten Häufigkeitswerte unterschieden sich dabei zum Teil aufgrund 
der unterschiedlichen Ausgangsmaterialien die verwendet wurden, wie 
kryokonserviertem Gewebe oder paraffin-eingebettetem Gewebe oder auch 
unterschiedlichen Methoden, wie Immunhistochemie versus PCR-basierte 
Methoden. Es konnte jedoch sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene 
ein signifikanter EDN3-Expressionsverlust nachgewiesen werden. Dennoch stellte 
sich heraus, dass der Verlust von EDN3 Protein nicht in direktem Maße mit 
klinisch relevanten Parametern wie z.B. Tumorgröße assoziiert zu sein scheint. 
So ist ein EDN3 Expressionsverlust sowohl in pT1 als auch in pT4 Tumoren 
ausgeprägt. Diese Beobachtungen legen die Möglichkeit nahe, dass es sich bei 
einem Verlust der EDN3 Expression um ein sehr frühes Ereignis in der 
Tumorgenese handeln könnte. So bestehen Hinweise darauf, dass EDN3 als 
Antagonist der EDN1 und EDN2 Wirkung fungiert und es somit durch eine 
Verringerung der EDN3-Funktion in Tumoren zu einer Überexpression onkogener 
Mitglieder der Endothelin-Achse kommt (Grimshaw, 2005). Dies wird zudem 
bestätigt durch Untersuchungen, die gezeigt haben, dass eine Aufregulation von 
Mitgliedern der Endothelin-Achse in Brustkrebsgewebe mit einem höheren 
histologischem Tumorgrad, Lymphknoten-Metastasen und Invasivitätspotential 
einher geht (Smollich & Wulfing, 2007). Auch in anderen gynäkologischen 
Tumoren scheinen diese molekularen Ereignis stattzufinden (Donninger et al., 
2004). Laut Erkenntnissen dieser Arbeit besteht ein signifikanter Zusammenhang 
zwischen EDN3 Expression und Brustkrebs-spezifischem Überleben. Ein solcher 
Zusammenhang wurde bereits für EDN1 sowie EDNRA beschrieben (Wulfing et 
al., 2003; Smollich & Wulfing, 2007). Die Ergebnisse für EDN3 ergänzen somit 
den Hinweis auf eine Schlüsselrolle dieses Moleküls bei der Regulation der 
Endothelin Achse und spielt somit vermutlich als mögliches neues 
Tumorsuppressor-Gen eine bedeutende Rolle bei der Brustkrebsentstehung. Der 
Verlust der Genexpression in Brustkrebsgewebe resultiert unter anderem in 
einem hohen Maße aus epigenetischen Modifikationen von DNA-Motiven im 
Promoterbereich. In annähernd 70% aller untersuchten Mammakarzinome 
konnten solche Veränderungen nicht nur nachgewiesen werden, sondern es 
konnte auch gezeigt werden, dass diese Modifikationen als elementare Ursache 
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einer transkriptionellen Inaktivierung des EDN3-Gens angesehen werden können, 
was die Fragestellung IIa aus Abschnitt 1.3 beantwortet. Trotz eines 
signifikanten Zusammenhangs zwischen EDN3-Proteinexpression und 
Patientenüberleben, konnte keine statistische Assoziation zwischen EDN3-
Promotermethylierung und Patientenüberleben nachgewiesen werden (siehe auch 
Fragestellung IIb unter Abschnitt 1.3). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte 
die zum Teil umfangreiche Verwendung von unterschiedlichen 
Detektionstechniken- und methoden  bieten. Aufgrund der heterogenen 
Beschaffeneheit einer Vielzahl von Tumoren, ist zudem nicht auszuschließen, 
dass in einigen Geweben weitere genetische Defekte oder epigenetische Prozesse 
das Molekül EDN3 betreffen. Es könnten aber auch weitere Moleküle der 
Endothelinachse betroffen sein. So wurde beispielsweise ebenfalls eine 
Promotermethylierung des Rezeptors von EDN3 (EDNRB) in diversen 
Tumorentitäten einschließlich dem Mammakarzinom beschrieben (Hsu et al., 
2006; Hsiao et al., 2008; Lo et al., 2002). 
Da EDN3, ähnlich wie SFRP1, eine Schlüsselrolle beim Tumorwachstum, der 
Tumorinvasivität und nicht zuletzt der Neoangiogenese spielen könnte, stellen 
mit EDN3 in Zusammenhang stehende Moleküle interessante Zielstrukturen für 
eine zielgerichtete Therapie dar. Dadurch dass beide Moleküle in einer Vielzahl 
von Tumoren kaum nachweisbar sind, stellen sie selbst jedoch schlechte 
diagnostisch- oder prognostisch nutzbare Biomarker dar, jedoch kann die 
Detektion epigenetischer Modifikationen in Genpromoterbereichen von 
prognostischem oder diagnostischem Nutzen sein, wie es bereits für SFRP1 
gezeigt werden konnte (Veeck et al., 2006).  
So ist es ebenfalls prinzipiell möglich die epigenetische Modifikation des SFRP1- 
und EDN3-Promoters in Brustkrebszellen über DNA-Methyltransferasen und 
Histondeacetylasen zu entfernen und die Genexpression zu reaktivieren. In 
Kombination mit Antagonisten der Endothelin-Rezeptoren wären so 
Kombinationstherapien denkbar, welche die Homöstase der Endothelin-Achse in 
diesen Geweben gewährleisten.  
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4.6. Ausblick und weiterführende Analysen zu SFRP1 und EDN3 
SFRP1 
Neben dem immensen Potential, dass in Genom-weiten DNA Micro Array 
Analysen bei der Krankheitsdiagnostik steckt, so bestehen bei Verwendung dieser 
Methodik ebenfalls Nachteile, die es zu berücksichtigen gibt: Neben dem Risiko 
der möglichen Artefaktmessung bei DNA-Arrays besteht das Risiko der 
Überinterpretation von falsch-positiven Messwerten. Insbesondere bei einem 
geringen Probenumfang eines Kollektives oder wie im vorliegenden Fall acht Zell-
Klonen pro Zellkulturmodell besteht die Gefahr der Überinterpretation von stark 
abweichenden Messwerten (Ausreißern). Um die Wahrscheinlichkeit solcher 
falsch-positiver Ereignisse minimieren zu können ist es daher sinnvoll den 
Probenumfang zu erhöhen indem weitere Klone generiert werden und die 
jeweiligen Proben dann auf weiteren DNA-Arrays hybridisiert werden. Eine solche 
Ausweitung des Probenumfangs könnte beispielsweise weitere Klone aus anderen 
Zellmodellen neben MCF10A oder SK-BR-3 beinhalten um unterschiedliche 
Charakeristiken einzelner Zelltypen zu berücksichtigen. Eine zusätzliche 
Validierung der Ergebnisse mittels weiterer quantitativer Methoden wie z.B. der 
semiquantitativen Real-Time PCR ist dabei unumgänglich. Weitere 
vielversprechende Zielgene können im Folgenden unter Umständen an 
Brusttumorkollektiven mit bekanntem SFRP1-Expressions-Status charakterisiert 
werden. Der Expressionsstatus könnte dann mittels Western-Blot Analyse von 
Zelllysaten auch auf Protein-Ebene validiert werden. Beim Vorliegen von Paraffin-
gängigen Antikörpern können ebenfalls Tissue Micro Arrays von Gewebeproben 
mit bekannten klinisch relevanten Parametern angefärbt werden und somit 
zusätzliche wichtige Aufschlüsse geben.  
Diese Arbeit liefert hierzu erste Hinweise darauf, dass SFRP1 defiziente Zellen 
deutliche Veränderungen im Phänotyp der Zelle eingehen, was zum Teil durch 
genotypische Veränderungen erklärt werden kann. So könnte die SFRP1 
Expression prinzipiell durch Gentherapie oder durch epigenetische, 
demethylierende Wirkstoffe in Tumoren reaktiviert werden. Jedoch sind 
Gentherapie-Ansätze bisher in der Vergangenheit nicht sehr erfolgreich gewesen 
und die Entwicklung epigenetisch wirkender Agenzien steckt derzeit noch in den 
Anfängen (Yoshida et al., 2010). Die Gene, die im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit beschrieben wurden, könnten neue potentielle Zielmoleküle für die 
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Entwicklung von prophylaktischen oder therapeutischen Wirkstoffen in der 
Prophylaxe oder Behandlung von Krebserkrankungen darstellen. Die Inhibition 
solcher Zielstrukturen könnte in Zukunft die Entwicklung von Karzinomen und 
das Voranschreiten des Krankheitsbildes verlangsamen oder unter Umständen 
revertieren. 
 
EDN3 
Die funktionelle Bedeutung von EDN3 für die Epithelzelle der Brustdrüse ist nach 
wie vor kaum beschrieben. Um detaillierte Beschreibungen der Rolle von EDN3 
bei der Tumorentstehung zu ermöglichen erfordert es daher umfassendere 
funktionelle Analysen in Zellkulturexperimenten anhand von EDN3-defizienten 
Brustkrebszelllinien sowie EDN3-exprimierenden Vergleichszelllinien. So stellt 
beispielsweise die EDN3 Reexpression in EDN1 und EDN2 überexprimierenden 
Brustkrebszelllinien einen plausiblen Ansatz dar um den Einfluss des Moleküls auf 
die Homöostase der Endothelin-Achse untersuchen zu können. Desweiteren 
können Zellproliferationsassays Aufschluss über einen Wachstums-inhibitorischen 
Effekt von EDN3 geben.  
Das klinische Interesse an diesem Molekül erwächst alleine schon daher, dass für 
einige Vertreter der Endothelin-Achse bereits klinische Erfahrungen anhand von 
spezifischen Antagonisten beschrieben werden konnten. So stellen insbesondere 
EDNR-Antagonisten ein Beispiel für die klinische Relevanz von EDN3-assoziierten 
Molekülen dar. Der Wirkstoff Bosentan als Antagonist von EDNRA und EDNRB 
beispielsweise unterdrückt nachweislich das weitere Tumorwachstum, die 
Tumorvaskularisation und die Ausbildung von Knochenmetastasen bei 
Brustkrebspatienten (Dréau et al., 2006). Atrasenatan, ein EDNRA-Inhibitor, 
mindert Proliferation und Tumorwachstums-stimulierende Prozesse (Nelson et 
al., 2003; Rosanò et al., 2007). Inwiefern EDN3 diese Prozesse entscheidend 
beeinflusst sollte daher an weiteren umfangreichen Tumorkollektiven untersucht 
werden.  
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Zusammenfassung 
Eine aberrante Reaktivierung des WNT Signalweges sowie ein Ungleichgewicht 
des Endothelin Signalnetzwerkes spielt eine wesentliche Rolle bei der 
Entwicklung von einer Vielzahl von humanen Krebsarten inklusive Brustkrebs. Es 
bestehen Hinweise darauf, dass diese beobachtbaren Effekte zurückzuführen sind 
auf den Expressionsverlust von negativen Signalwegs-Regulatoren wie SFRP1 
und EDN3.  
Im Falle von SFRP1, gilt es bereits als bewiesen, dass SFRP1 WNT Moleküle 
bindet und somit die Aktivierung des -Catenin vermittelten WNT Siganlweges 
unterbindet. Jedoch spricht die Vielzahl unterschiedlicher WNT und Frizzled 
Rezeptoren sowie die Beteiligung an verschiedenartigen morphologischen 
Veränderungen, wie z.B. der Beteiligung an der Osteoblasten Formation sowie 
der Osteoklasten Differenzierung für ein umfangreicheres Wirkspektrum 
innerhalb des kanonischen und nicht-kanonischen Signalweges. EDN3, ein 
zweites Kandidatengen, welches in Brusttumoren häufig transkriptionell 
inaktiviert vorliegt, repräsentiert einen wichtigen Bestandteil der sogenannten 
Endothelin-Achse und spielt vermutlich eine elementare Rolle bei der Steuerung 
der Endothelin-Homöostase und somit der Regulierung von Prozessen der 
Angiogenese und Neovaskularisation in Tumorgeweben. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit ergänzen somit zusätzlich die Hinweise auf eine 
biologische Wichtigkeit von SFRP1 und EDN3 in der Tumorentwicklung. In einem 
ersten Ansatz lag der Fokus explizit darin, aufzudecken, welche Gene und 
Signalwege, insbesondere auch im Hinblick auf eine mögliche 
Wirkstoffentwicklung, durch SFRP1 reguliert werden. Die charakterisierten Gene 
werden in SFRP1-defizienten Tumorzellen reaktiviert und repräsentieren 
interessante therapeutische Ziele wenn sie durch Antikörper oder gewebegängige 
Substanzen inhibiert werden können. Aus diesem Grunde wurde zunächst eine 
SFRP1-defiziente Brustkrebszelllinie (SK-BR-3) unter Verwendung eines SFRP1-
beinhaltenden Plasmidvektors stabil transfiziert. Dadurch war es möglich SFRP1 
mRNA Spiegel wieder auf Expressionsniveaus anzuheben, wie sie in nicht-
tumorgenen Brustzellen vorzufinden sind. In einem weiteren Ansatz wurde 
darüberhinaus in einer SFRP1-exprimierenden Zelllinie (MCF-10A) die SFRP1 
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Expression mittels Genstilllegung auf Spiegel abgesenkt, wie sie auch in 
Brustkrebszellen beobachtet werden. Die jeweiligen Klone der Zellmodelle 
wurden unter Verwendung von DNA-Microarrays HG-U133-A, die mit angenähert 
40.000 Sonden IDs fast das gesamte humane Transkriptom abbilden, hinsichtlich 
ihrer Expressionsunterschiede analysiert. Die Resultate dieser initialen DNA Array 
Analysen wurden bioinformatisch in Genontologie und Clusteranalysen 
hinsichtlich ihrer Signifikanz unter Verwendung der Software OntoToolsTM 
ausgewertet und mittels semi-quantitativer Real-Time PCR validiert. 
Entsprechende Veränderungen des Zellphänotyps wurden in funktionellen 
Zellkulturexperimenten untersucht.  
Interessanterweise führten Variationen in der SFRP1-Expression zu deutlichen 
phänotypischen Veränderungen in Zellproliferatins Assays, Matrigel-Migrations-
Assays und Zelladhäsions-Assays. Es kann daher angenommen werden, dass 
SFRP1 die Aktivierung von putativen Onkogenen in gesunden Zellen und 
Geweben unterdrückt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte darüberhinaus eine 
Vielzahl dieser Gene benannt und zum Teil charakterisiert werden.  
Eine Liste dieser Gene, darunter das Kalium/Natrium Ionenkanalprotein KCNE4 
sowie Cytokin-assoziierte Moleküle wie COX2, IL13RA2 oder GPR44, die sich 
unter anderem potentiell durch Antikörper oder niedermolekulare Substanzen 
inhibieren lassen könnten, wurden näher an einem kleinen Tumorkollektiv mit 
variierenden SFRP1 Spiegeln untersucht. Die Gene und Genprodukte, die durch 
Verwendung der Zellmodellsysteme identifiziert wurden könnten somit neue 
potentielle Zielmoleküle für die Entwicklung von prophylaktischen oder 
therapeutischen Wirkstoffen in der Prophylaxe oder Behandlung von 
Krebserkrankungen darstellen. Ihre Inhibition könnte in Zukunft unter 
Umständen die Entwicklung von Tumoren und das Voranschreiten des 
Krankheitsbildes verlangsamen bzw. sogar reversibel machen.  
In einem zweiten Ansatz konnte gezeigt werden, dass ein Expressionsverlust des 
Kandidatenmoleküls EDN3 in Brusttumoren signifikant mit einer 
Genpromotermethylierung korreliert und dass ein Verlust der EDN3-Expression 
sowohl in univariater als auch multivariater Analyse mit einer ungünstigeren 
Prognose für das Brustkrebs-spezifische Überleben der Patientin einhergeht. 70% 
aller 128 untersuchten Brusttumoren zeigten eine ausgeprägte DNA-Methylierung 
des EDN3-Promoters. Diese Resultate zeigen, dass das EDN3-Gen in 
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Brustkrebsgeweben häufig ein Ziel epigenetischer Prozesse darstellt, was zu 
einer Inaktivierung des Gens und zu einem in Brustkrebs häufig beobachtbaren 
Ungleichgewicht des Zusammenspiels von Endothelinen und ihrer 
Interaktionspartner führt. Aus klinischer Sicht stellt EDN3 somit, im Gegensatz 
zu EDN1 und EDN2, funktionell eher einen Tumorsuppressor im humanen 
Brustgewebe dar. 
Die Detektion solcher epigenetischer Modifikationen stellt somit einen weiteren 
vielversprechenden Ansatz dar, um klinisch relevante Biomarker für das 
Krankheitsbild Brustkrebs identifizieren zu können. 
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Abstract 
An aberrant reactivation of the WNT signaling pathway and an imbalanced 
endothelin signalling seem to represent important roles in the development of 
many human cancer types including breast cancer. There is evidence that these 
observed effects represent results induced by expression loss of negative 
pathway regulators like SFRP1 and EDN3. 
In case of SFRP1, it is known that this molecule binds WNT molecules, 
consequently supressing the activation of the β-catenin mediated WNT pathway. 
However, beside an inhibition of tumour progression, the multitude of different 
WNT genes and Frizzled receptors, in addition to the various observed 
morphological changes, like an involvement in osteoblast formation and 
osteoclast differentiation, argue for a much wider crosslink in WNT-mediated 
signalling. EDN3, a second candidate gene, which is frequently found inactivated 
in breast cancer specimen, represents a part of the endothelin axis and might 
play an important role in regulating endothelin homöostasis and as such 
angiogenic- and neovascularization-processes in tumour tissue.  
The results of this work provide additional evidences for a biological importance 
of these molecules SFRP1 and EDN3 in tumour development. In a first approach, 
the focus was to uncover genes and pathway networks downstream of SFRP1 
function which might represent interesting targets for antibodies and/or tissue-
permeable agents. These characterized genes become reactivated in SFRP1-
deficient tumor cells and might represent interesting therapeutical targets if they 
can be targeted by antibodies or tissue permeable agents. For this reason an 
SFRP1-deficient cell line (SK-BR-3) was stably transfected with an SFRP1-
including vector, leading to SFRP1 expression levels similar to those found in 
normal breast cells. In a further aspect, an SFRP1-expressing cell line (MCF-10A) 
was subject to SFRP1 gene silencing to levels similar to those found in breast 
cancer cells. Selected clones were analysed concerning differential gene 
expression by using DNA micro arrays HG-U133-A, that covered 40.000 probe 
set IDs and as such almost the whole human transcriptome. The results of this 
initial DNA array analysis were subject to bioinformatical gene-ontology- and 
cluster evaluation by using OntoToolsTM software and were additionally validated 
by semi-quantitative real time PCR.  
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More interestingly, the observed variations in target gene expression led to 
crucial phenotypic changes as determined by cell proliferation assays, matrigel-
migration assays and cell adhesion assays. Thus it might be suggested that 
SFRP1 may repress the activation of such putative oncogenes in healthy cells and 
tissues. A variety of such genes are provided within this work. 
Molecules that were characterized as suitable targets were kinases, secreted 
enzymes or transmembrane receptors like the found potassium voltage channel 
KCNE4 or cytokine-related molecules like COX2, GPR44 or IL13RA2. The 
expression characteristics of these genes were additionally analysed on a small 
tumour collection comprised of cancer specimen with high and low SFRP1 levels. 
The genes and their products that were identified by using the two cell modells 
systems might represent suitable structures for target-guided therapies or in the 
treatment of breast cancer. Their inhibition might help to suppress or even revert 
tumour growth and further progress of the disease. 
 
A second approach showed, that loss of EDN3 expression in breast cancer is 
significantly correlated with gene promoter methylation and that loss of EDN3 
expression is associated with unfavourable prognosis concerning breast-cancer 
specific patient survival in univariate and multivariate analysis. 70% of 128 
analyzed breast cancer samples showed a dense methylation of the EDN3 
promoter. These results demonstrate that, EDN3 is a frequent target of 
epigenetic inactivation in human breast cancer, potentially contributing to 
imbalanced EDN signalling commonly found in this disease. The clinical 
implication supports the view that EDN3, in contrast to EDN1 and EDN2, may act 
as natural tumour suppressor in the human mammary gland. 
Therefore, the detection of epigenetic modifications might represent another 
interesting approach to find clinically relevant biomarkers for breast cancer 
research.  
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Abkürzungen 
A    Adenin 
APS    Ammoniumpersulfat 
AS   Aminosäure 
bp    Basenpaar 
BSA    Bovines Serumalbumin, Rinderserumalbumin 
C    Cytosin 
cDNA    komplementäre DNA 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
DMEM    Dulbecco´s Modified Eagles Medium 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonucleinsäure 
dNTP    Desoxyribonucleotidtriphosphat 
DTT    Dithiothreitol 
E.coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EDN   Endothelin 
EtOH    Ethanol 
FCS    fötales Kälberserum 
FC   fold change 
G    Guanidin 
GPCR   G-Protein gekoppelter Rezeptor 
kb    Kilobasen 
mRNA   Boten RNA 
MSI   Mikrosatelliten-Instabilität 
MSP   Methyl-spezifische Polymerase Kettenreaktion 
OD    Optische Dichte 
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS    Phosphate Buffered Saline 
PCR    Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion) 
PenStrep   Penicillin/Streptomycin 
RKI   Robert-Koch-Institut 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNase    Ribonuklease 
rpm    rotations per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT    Raumtemperatur 
RT-PCR   Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction  
SDS    sodium dodecyl sulfate ( Natriumdodecylsulfat) 
SFRP1   secreted frizzled related protein 1 
SSC    Standard Sodium Citrat-Puffer 
T    Thymin 
TAE    Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE    Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TE    Tris-EDTA-Puffer 
TEMED    N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethylendiamin 
Tm    Schmelztemperatur 
Tris    Tris-(Hydroxymethyl)aminomethan 
U    Unit 
UICC   Union International Contre Cancer 
UTR   Untranslated region 
UV    Ultraviolett 
WHO   World Health Organisation 
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